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(54) Bezeichnung: CALPAIN-PROTEASE 12 

^ (57) Abstract: The invention relates to calpain protease 12 (Capnl2), which is characterized in that it has an amino acid sequence 
^ comprising amino acids 1 - 342 of SEQ ID NO: 1 or an amino acid sequence selected amongst SEQ ID NO: I, SEQ ID NO: 2, 
1^ SEQ ID NO: 3 or SEQ ID NO: 4. The invention also relates to the functional analogs of said calpain protease 12, to the nucleic 
1^ acids coding therefor, to recombinant vectors containing said coding sequences and lo microorganisms transfected therewith. The 
t*** invention further relates to a method for recombinant production of Capnl2 and to different applications of Capnl2 and the nucleic 
acids coding therefor. 

^ (57) Zusammenfassung: Calpain-Protease 12 (Capnl2), dadurch gekennzeichnet, daB die eine Aminosauresequenz, umfassend die 
Aminosauren 1 - 342 der SEQ ID NO: 1 oder eine Aminosauresequenz ausgewahlt unter SEQ ID NO: I, SEQ ID NO: 2, SEQ ID 
Q NO: 3 Oder SEQ ID NO: 4 aufweist; sowie dcren funklionale Analoge; dafur kodierende Nukleinsauren; rekombinante Vekloren, 



welche diese kodicrenden Scquenzen enthalten; damit transfiziertc Mikroorganismen; Verfahren zur rekombinanten Herstellung der 
^ Capnl2; und vcrschiedene Anwendungen derCapnl2 und dafUr kodiefciider Nukleinsauren. 
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Calpain>Protease 12 



5 



Beschrelbung 

Die Erfindung betrif ft eine neue Calpain-Protease mit der Be- 
zeichnung Calpain-Protease 12 und funktionale Analoge davon (im 
Polgenden bezeichnet als Capnl2); dafur kodierende NukleinsSuren; 
rekombinante Vektoren, welche diese kodierenden Sequenzen enthal- 
ten; damit transfizierte Mikroorganismenj Verfahren zur rekombi- 
nanten Herstellung der Capnl2; sowie verschiedene Anwendungen der 
Capnl2 und dafttr kodierender NukleinsSuren . 

15 . 

Calpaine sind eine Familie cytosolischer Cy stein-Pro teas en. Die 
klassischen Calpaine bestehen aus einer isoformspezifischen gro- 
Ben Untereinheit (80 kDa) und einer unverander lichen kleinen Un- 
tereinheit (30 kDa), die Capn4 genannt wird. Die grofle Unterein- 

20 klassischer Calpaine weist eine Vier-DomSnen-Struktur auf , 

umfassend eine Domane mit Proteaseaktivitat und eine C-terminale, 
Calmodulin-ahnliche Domane, die Calcium binden kann. Man fand je- 
doch kfirzlich mehrere atypische Saugetierhomologe der groBen Cal- 
pain-Un tereinheit, denen die Kennzeiehen eines aktiven Zentruna 

2g einer Protease fehlten (Capn6; Dear et al., 1997) und/oder die 
eine alternative C-terminale Domane aufweisen, die moglicherweise 
kein Calcium bindet (CapnS, Capn6, Capn7, CapnS; Dear et al., 
1997; Braun et al., 1999; Franz et al., 1999). Eine Zusammenf as- 
sung der gegenwartig bekannten Mitglieder der Genf amilie der Sau- 
getier-Calpaine ist im Internet erhaltlich ( http://Ag. 2^i zo- 
na. Edu/calpains) . 

Die physiologische Rolle der Calpaine ist unklar. Calpaine spal- 
ten zahlreiche Substrate (Carafoli und Molinari, 1998) und wurden 
35 "^^ einer Vielzahl von Prozessen in Zusammenhang gebracht, ein- 
schlieBlich Apoptose (Wang, 2000), Zellteilung (Mellgren, 1997), 
Modulation der Interaktionen des Integrin-Cytoskeletts (Schoenwa- 
elder et al., 1997) und synaptische Plastizitat (Chan und Matt- 
son, 1999). Sie wurden auBerdem mit zahlreichen pathologischen 
Krankheitszustanden in Verbindung gebracht, wie Alzheimer, Kata- 
rakt, Demyelinisierung, kardiale Ischamie, EntzUndung und trauma- 
tische Hirnverletzung (Ubersichtsartikel: Carafoli und Molinari, 
1998; Sorimachi et al., 1997; Wang und Yuen, 1997). Mutationen im 
Capn3-Gen sind fiir die Beckengurtel-Muskeldystrophie Typ 2A ver- 
antwortlich (Richard et al., 1995). 
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Aufgrun||fi|pr vielfaltigen physio logische^^d pathologischen 
Funktio^^ der Calpaine, stellte sich die Aufgabe, neue Homologe 
der Gen-Familie der groBen Calpain-Untereinheit bereitzustellen. 
Damit liefien sich beispielsweise neue Wirkstoffe bzw. neue Wirk- 
5 s-boff targets finden oder entvickeln, die bei der Diagnose, Thera- 
pie und/oder Prophylaxe von Krankheitszustanden einsetzbar sind, 
in die Calpaine und deren Substrate oder auf diese wirkende 
Stoffe involviert sind. Diese Aufgabe wurde iiberraschenderweise 
durch die Bereitstellung einer neuen Caipain-Protease, der Cal- 
10 pain-Protease 12 (Capnl2) und funktionalen Aquivalenten davon, 
gelost. 

Die Capnl2 ist dadurch gekennzeichnet, dafl sie eine Aininosaurese- 
quenz, umfassend die Aminosauren 1 - 342 der SEQ ID NO: 1 auf- 
15 weist. Gegenstand der Erfindung sind auch funktionale Aquivalente 
dieser Teilsequenz. 

Bevorzugte Varianten davon sind dadurch gekennzeichnet, dass sie 
eine Aminosauresequenz ausgewahlt unter SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 

20 2, SEQ ID NO: 3 oder SEQ ID NO: 4 aufweisen. SEQ ID NO: 1 steht 
fvir die Aminosauresequenz der Splice-Variante Capnl2A, SEQ.ID NO: 
2 fiir die Aminosauresequenz der Splice-Variante Capnl2B, SEQ ID 
NO: 3 fiir die Aminosauresequenz der Splice-Variante Capnl2C und 
SEQ ID NO: 4 fiir die Aminosauresequenz der Capnl2 aus Klon 914413 

25 der Maus-EST-Datenbank. Dabei sind die Aminosauresquenzen SEQ ID 
NO: 1 bis 4 im N-terminalen Abschnitt der Aminosauren 1 - 342 zu- 
eineinander identisch. Das vorhergesagte Protein entsprechend der 
Splice-Variante Capnl2A weist 720 Aminosauren und ein Molekular- 
gewicht von 80,5 kDa auf. 

30 

Gegenstand der Erfindung sind auch die funktionalen Aquivalente 
der Capnl2 bzw, der konkret offenbarten Aminosauresequenzen, 
Funktionale Aquivalente umfassen Aminosauresequenzen, die sich 
von den konkreten Sequenzen ableiten las sen und in denen im Ver- 

35 gleich dazu eine oder mehrere Aminosauren substituiert, dele- 
tiert, invertiert oder addiert sind, ohne dass die Cystein-Pro- 
tease-Aktivitat und/oder wenigstens ein weiteres Charakteristikum 
der Capnl2 im Wesentlichen beeinflusst werden. Weitere 
Capnl2-Charakteristika werden in spateren Abschnitten beschrie- 

40 ben. ErfindungsgemaB umfasst sind auch Capnl2-Gharakteristische 
Teilsequenzen oder Fragmente der Capnl2, die beispielsweise durch 
proteolytischen Verdau, Peptidsynthese oder rekombinante DNA- 
Technik herstellt werden konnen. Diese konnen beispielsweise zur 
Herstellung monoklonaler oder polyklonaler Antikorper verwendet 

45 werden. 



Die konkret offenbarten Aminos auresequenzen reprSLsentieren Amino- 
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saureseq^^en von Splice-Varianten der ^MM^^' einer 
Maus-ES^Kenbank bestimmt wurden. GegenWnd der Erfindung sind 
jedoch auch alle Capnl2-Hamologe eukaryontischer Spezles, d.h. 
der Evertebraten und Vertebraten, insbesondere der Saugetiere, 
5 z.B. Ratte, Katze, Hund, Schwein, Schaf, Rind, Pferd, Affe und 
besonders bevorzugt Mensch und weitere naturlich vorkommende Va- 
rianten. Erf indungsgemafl umfasst sind auch alle entwicklungs- und 
organ- bzw. gewebespezifisch exprimierte Capnl2-Pormen und ktinst- 
lich erzeugte Homologe, die die vorgegebenen strukturellen und/ 
10 Oder funktionalen Eigenschaften aufweisen. 

Die erfindungsgemaBe Capnl2 ist insbesondere dadurch gekennzeich- 
net, dass sie Cystein-Protease-Aktivitat aufweist. Sie weist in 
ihrer Andnosauresequenz die Aminosauren Cys, His und Asn auf (in 

15 den Splice-Varianten Capnl2A, B und C: CyslOS, His259 und 

Asn283), die fiir das aktive Zentrum von Cystein-Proteasen charak- 
teristisch und fiir dessen Funktion wesentlich sind. Die Splice- 
Variante Capnl2A weist daruber hinaus eine ausgepragt saure Re- 
gion und eine Calraodulin-ahnliche, vermutlich Ca2+-bindende Region 

20 auf. 

Die erfindungsgemaBe Capnl2 ist auBerdem dadurch gekennzeichnet, 
dass das sie kodierende Gen der Maus auf dem Chromosom 7 zwischen 
den Markern D7Mit72 (10,4 cM) und D7Mit267 (11,0 cM) lokalisiert 
25 ist. 

Die erfindungsgemaBe Capnl2 ist auBerdem dadurch gekennzeichnet, 
dass sie, z.B. in der Maus, im Cortex des Haarfollikels der Haut 
exprimiert wird. 

30 

Weiterhin ist die erfindungsgemaBe Capnl2 dadurch gekennzeichnet, 
dass sie in der Anagenphase des Haarzyklus exprimiert wird. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Calpain-Proteine, die dadurch 
35 gekennzeichnet sind, daB sie wenigstens eine erfindungsgemaBe 
Capnl2 aufweisen. Vorzugsweise weist ein solches Calpain-Protein 
neben der Capnl2 als groBe Untereinheit noch eine Capn4 als 
kleine Protein-Untereinheit auf. Dartiber hinaus konnen noch wei- 
tere Protein-Untereinheiten, wie beispielsweise regulatorische 
40 Untereinheiten oder Untereinheiten, die die Lokalisation des Pro- 
teins in definierten Zellkon^artimenten vermitteln, enthalten 
sein. 

Weiterhin umfasst die Erfindung auch Polynukleotide, die fiir eine 
45 erfindungsgemaBe Capnl2 kodieren, sowie deren funktionale Hquiva- 
lente und damit hybridisierbare oder dazu komplementare Polynu- 
kleotide, umfassend einzel- und doppelstrangige DNA- und RNA-Se- 
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quenzenj^ftkese Polynukleotide lassen sic^^i Durchmusterung von 
genomis^ren oder cDNA-Bibliotheken auffinden und gegebenenf alls 
daraus mit geeigneten Primern inittels PGR vermehren und anschlie- 
Bend beispielsweise ndt geeigneten Sonden isolieren. Eine weltere 
5 Moglichkeit bietet die Transformation geeigneter Mikroorganismen 
mit erfindungsgemaflen Polynukleotiden oder Vektoren^ die Vermeh- 
rung der Mikroorganismen und damit der Polynukleotide und deren 
anschlieBende Isolierung. Dariiber hinaus konnen erf indungsgemafle 
polynukleotide auch auf chemischem Wege synthetisiert werden. 

10 

Gegenstand der Erfindung sind auch Polynukleotide mit einer Nu-* 
kleinsaureseguenz, ausgewahlt unter SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO; 6, 
Seq ID NO: 7 oder SEQ ID NO: 8. SEQ ID NO: 5 steht fur die Nu- 
kleinsauresequenz der cDNA der Splice-Variante Capnl2A, SEQ ID 

15 NO: 6 fiir die Nukleinsauresequenz der cDNA der Capnl2B, SEQ ID 
NO: 7 fUr die Nukleinsauresequenz der cDNA der Capnl2C und SEQ ID 
NO: 8 fUr die genomische Nukleinsauresequenz der Caphl2 der Maus, 
umfassend alle Exon- und Intron-Sequenzen. Die vorhergesagte ge- 
nomische Sequenz der Capnl2 der Maus umfasst 21 Exons und einen 

20 genomischen Abschnitt von 13116 Basenpaaren. 



Funktionale Aquivalente erf indungsgemafier Polynukleotide umf assen 
durch Degeneration des genetischen Codes abgeleitete Sequenzen 
und damit stumme Nukleotidsubstitutionen (d.h* ohne Veranderungen 

25 der resultierenden Aminos auresequenz) und konservative Nukleotid- 
substitutionen (d.h. die betreffende Aminosaure wird durch eine 
Aminosaure gleicher Ladung, GroBe, Polaritat und/oder Loslichkeit 
ersetzt). Funktionale Xquivalente erf indungsgemafier Polynukleo-- 
tide weisen somit eine durch Nukleotidsubstitution, -deletion, 

30 -inversion oder -addition veranderte Sequenz auf, kodieren jedoch 
ebenfalls fiir eine funktional aquvalente Capnl2, wie z.B. mit 
gleicher oder vergleichbarer Cystein-Protease-Aktivitat. Insbe- 
sondere umf as sen erfindungsgemaB geeignete Polynukleotide wenig- 
stens eine der Teilsequenzen, welche fiir charakteristische Amino- 

35 s auresequenz en der Capnl2 kodieren. 

Gegenstand der Erfindung sind auch die Primersequenzen SEQ ID NO: 
9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 und SEQ ID NO: 18, die an erfin- 
40 dungs gemai3e Polynukleotide hybridisieren konnen bzw. komplementar 
dazu sind und beispielsweise zu deren Amplifikation durch RT-PCR 
Oder PGR eingesetzt werden konnen. 

Unter der Eigenschaft, an Polynukleotide hybridisieren zu konnen, 
45 ver steht man die Fahigkeit eines Poly- oder Oligonukleotids unter 
stringenten Bedingungen an eine nahezu komplementare Sequenz zu 
binden, wahrend unter diesen Bedingungen unspezifische Bindungen 



zwische] 
die Seq^ 




sein. Die Eigenschaft komplementarer Seguenzen, spezifisch anein- 
ander binden zu konnen, macht man sich beispielsweise in der 
5 Northern- oder Southern-Blot-Technik oder bei der Primerbindung 
in PGR Oder RT--PCR zunutze. Ublicherweise warden dazu Oligonu- 
kleotide ab einer Lange von 30 Basenpaaren eingesetzt. Unter 
stringenten Bedingungen versteht man beispielsweise in der Nort- 
hern-Blot-Technik die Verwendung einer 50 - 70^0, vorzugsweise 60 
10 - 650c warmen Waschlosung, beispielsweise 0,lx SSC-Puffer mit 0,1% 
SDS (20x SSCs 3M NaCl, 0,3M Na-Citrat, pH 7,0) zur Elution unspe- 
zifisch hybridisierter cDNA-Sonden oder Oligonukleotide . Dabei 
bleiben, wie oben erwahnt, nur in hohem Mafle komplementelre Nu- 
kleinsauren aneinander gebunden. 

15 

Gegenstand der Erfindung sind auch Expressionskassetten, die we- 
nigstens ein erfindungsgemaJies Polynukleotid umfassen, das mit 
wenigstens einer regulatorischen Nukleinsauresequenz operativ 
verkniipft ist. Vorzugsweise liegt 5 '-strangaufwarts vcaa erfin- 

20 dungsgemSBen Polynukleotid eine Prorootorsequenz und ermoglicht 
auf diese Weise eine kontrollierte Expression der Capnl2. Beson- 
ders bevorzugt liegen 3'-strangabwarts vom erf indungsgemafien Po- 
lynukleotid eine Terminatorsequenz sowie gegebenenf alls weitere 
iibliche regulatorische Elemente, und zwar jeweils operativ ver- 

25 knfipft mit der die Capnl2 kodierenden Sequenz. 

Unter einer operativen Verknupfung versteht man die sequentielle 
Anordnung regulatorischer und kodierender Sequenzen, wie z.B. von 
Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und gegebenenf alls wei- 

30 terer regulatorischer Elemente derart, sodass jedes der regulato- 
rischen ElOKiente seine Funktion vor, wahrend oder nach Expression 
der kodierenden Sequenz bestimmungsgemafl erfullen kann. Beispiele 
fur weitere operativ verkniipfbare Sequenzen sind Targeting-Se- 
quenzen, Translations vers tarker. Enhancer, Polyadenylierungssi- 

35 gnale und dergleichen. Brauchbare regulatorische Elemente umfas- 
sen auch selektierbare Marker, Amplifikationssignale, Replikati- 
onsurspriinge und dergleichen. 

Zusatzlich zu den artif iziellen Regulationssequenzen kann die na- 
40 turliche Regulations sequenz vor dem eigent lichen Strukturgen noch 
vorhanden sein. Durch genetische Veranderung kann diese naturli- 
che Regulation gegebenenf alls ausgeschaltet und die Expression 
der Gene erhoht oder emiedrigt werden. Die Expressionskassette 
kann aber auch einfacher aufgebaut sein, d.h. es werden keine zu- 
45 satzlichen Regulations signale vor das Strukturgen insertiert und 
der natiirliche Promoter mit seiner Regulation wird nicht ent- 
fernt. Stattdessen kann beispielsweise die natiirliche Regulati- 
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onsseqi 




so mutiert warden 




fulation mehr erfolgt 



und die^^nexpression gesteigert oder verringert wird. Die Nu- 
kleinsauresequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien in der 
Expressionskassette enthalten sein. 

5 

Beispiele fiir brauchbare Promotoren sind: cos-, tac-, trp-, tet-, 
trp-tet-^ Ipp-/ lac-, Ipp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, gal-, 
trc-, ara-, SP6-., X-PR- oder im X-PL-Pr omotor , die vorteilhafter- 
weise in gram-negativen Bakte^rien Anwendung finden; sowie die 

10 gram-positiven Promotoren amy und SP02, die Hefepromotoren ADCl, 
MFa , AC, P-60, CYCl, 6APDH oder die Pf lanzenpromotoren CaM7/35S, 
SSU, OCS, lib4, usp, STLSl, B33, nos oder der Ubfquitin- Oder 
Phaseolin-Promotor . Besonders bevorzugt ist die Verwendung indu- 
zierbarer Promotoren, wie z.B. licht- und insbesondere tenqperatu- 

15 rinduzierbarer Promotoren, wie der PxPi-Promotor • 

Prinzipiell konnen alle nattirlichen Promotoren mit ihren Regula- 
tions sequenzen verwendet werden. Dariiber hinaus konnen auch syn- 
thetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 



Die genannten regulatorisohen Sequenzen sollen die gezielte Ex- 
press4.on der Nukleinsaureseguenzen und die Proteinexpression er- 
moglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus be- 
deuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert oder iiberex- 
25 primiert wird, oder dass es sofort exprimiert oder iiber exprimiert 
wird. Die Expression kann duroh diese regulatorischen Elemente 
auch gewebe-, zell- oder entwicklungsspezif isch erfolgen, wenn 
der Vektor in einen hoheren Organismus, wie in ein Tier oder eine 
Pflanze, eingebracht wird. 

30 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Expression positiv beeinflussen und dadurch erhohen 
Oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen 
Elemente vorteilhafterweise auf Transkriptionsebene erfolgen, in- 

35 dem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhan- 
cer" veirwendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung der 
Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA 
erhoht wird. Unter ''Enhancer" sind beispielsweise DNA-Sequenzen 
zu verstehen, die Uber eine verbesserte Wechselwirkung zwischen 

40 RNA-Polymerase und DNA eine erhohte Expression bewirken. 

Die Herstellung einer erf indungsgemSBen Expressionskassettia er-. 
folgt durch Fusion eines geeigneten Promoters mit einem geeigne- 
ten die Capnl2 kodierenden Polynukleotid, sowie einem Terminator- 
45 Oder Polyadenylierungssignal. Dazu verwendet man gangige Rekom- 
binations- und Klonierungstechnikeh, wie beispielsweise die In- 
sertion iiber Restriktionsenzymschnittstellen, oder wie sie bei- 



20 
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spielsw||^ in T. Maniatis, S.F. Fritsch^^d J. SambrooJc, Molecu- 
lar Cloral^: A Laboratory Manual, Cold SvHpg Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1989), sowie in T.J. Silhavy, M.L. Herman 
und L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Har- 
5 bor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, 
F.M. et al,. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pu- 
blishing Assoc. and Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 

Gegenstand der Erfindung sind auch rekombinante Vektoren 2ur 
10 Transformation von eukaryontischen oder prokaryontischen Wirten, 
die ein erf indungsgemaBes Polynukleotid oder eine erfindungsge- 
maJ3e Expressionskassette tragen. Diese Vektoren erlauben die Ex- 
pression der Capnl2 in einem geeigneten Wirtsorganismus. Vektoren 
sind dem Fachiaann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus 
15 "Cloning Vectors'' (Pouwels P. H. et al,, Hrsg, Elsevier, Amster- 
dam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind 
neben Plasmiden auch alle anderen dem Fachmann bekcinnten Vekto- 
ren, wie beispielsweise Phagen, Viren, wie SV40, CMV, Baculovirus 
und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, Plasmide, Cosmide, und 
20 lineare oder zirkulare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen 
autonom im Wirtsorganismus oder chromosomal repliziert werden. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Mikroorganismen, die einen er- 
findungsgemaBen Vektor enthalten oder solche, die die Capnl2 en- 

25 dogen exprimieren. Diese konnen zur Produktion rekombinanter 

Capnl2 eingesetzt werden. Vorteilhafterweise werden die oben be- 
schriebenen erf indungsgemaJJen rekombinanten Expressionskassetten 
als Teil eines Expressionsvektors in ein geeignetes Wirtssystem 
eingebracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem Fach- 

30 mann bekannte gelaufige Klonierungs- und Transf ektionsmethoden 
verwendet, wie beispielsweise Co-Prazipitation, Protoplastenfu- 
sion, Elektr operation, retrovirale Trans fektion und dergleichen, 
um die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem 
zur Expression zu bringen. Geeignete Systeme werden beispiels- 

35 weise in Current Protocols in Molecular Biology, F. Ausubel et 
al., Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997 und in J. Sambrook, 
E.F. Fritsch und T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Ma- 
nual, Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour, NY 
(1980), beschrieben. 

40 

Als Wirtsorganismen zur Transformation mit erfindungsgemaJJen Vek- 
toren sind prinzipiell alle Organismen geeignet, die eine Expres- 
sion der erfindungsgemaBen Polynukleotide, ihrer Allelvarianten, 
ihrer f unktionellen Aquivalente oder Derivate ermoglichen. Unter 
45 Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, Pilze, Hefen, 

pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte Orga- 
nismen sind Bakterien, wie solche der Gattungen Escherichia, wie 
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z.B. Es||^richia coll, Streptomyces , Ba(^^us Oder Pseudomonas, 
eukaryo^reche Mlkroorganlsmen, Insbesondere Hefen wle Saccharomy- 
ces cerevlsiae, Aspergillus, hohere eukaryontische Zellen aus 
Tieren Oder Pflanzen, belsplelswelse Sf9 oder CHO-Zellen. Ge- 
5 wUnschtenf alls kann das Genprodukt auch in transgenen Organismen 
wie transgenen Tieren, vie insbesondere Mausen, Schafen oder 
transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden, Bel den 
transgenen Organismen kann es sich auch um sogenannte Knock-Out- 
Tiere oder -Pflanzen handeln, in denen das korrespondierende en- 
10 dogene Gen ausgeschaltet vurde, wie z.B. durch Mutation oder par- 
tielle Oder vollstandige Deletion. 

Die Selektion erfolgreich trans formierter Organismen kann durch 
Markergene erfolgen, die ebenfalls im Vektor oder in der Expres- 

15 sionskassette enthalten sind, Beispiele fiir solche Markergene 
sind Gene fiir Antibiotikaresistenz und ffir Enzyme, die eine farb^ 
gebende Reaktion katalysieren, die ein Anfarben der transformier- 
ten Zelle bewirkt. Diese konnen dann mittels automatischer Zell- 
sortierung selektiert werden. Erfolgreich mit einem Vektor trans- 

20 formierte Mikroorganismen, die ein entsprechendes Antibiotikare- 
sistenzgen (z.B. G418 oder Hygromycin) tragen, lassen sich durch 
entsprechende Antibiotika-enthaltende Medien oder N^hrboden se- 
iektieren. Markerproteine , die an der Zelloberf lache prasentiert 
werden, konnen zur Selektion mittels Af f initatschromatographie * 

25 genutzt werden. 

Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen 
passenden Vektoren, wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie bei- 
spielsweise Plasmide mit dem RNA-Polymerase /Promoter-System, die 

30 Phagen X, |ji oder andere temper ente Phagen oder Transposons und/ 
Oder weiteren vorteilhaften regulatorischen Sequenzen bildet ein 
Expressionssystem. Belsplelswelse ist unter dem Begriff ''Expres- 
sionssystem" die Kombination aus Saugetier zellen, wie CHO-Zellen, 
und Vektoren, wie pcDNA3neo-Vektor, die fiir Saugetierzellen geei- 

35 gnet sind, zu verstehen. 

Wie oben beschrieben, kann das Genprodukt vorteilhaft auch in 
transgenen Tieren, z.B. Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen 
zur Expression gebracht werden. Bbenso ist es moglich, zellfreie 
40 Trans lat ions systeme mit der Von der Nukleinsaure abgeleiteten RKA 
zu prograramieren. 



Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur Herstellung 
einer erf indungsgemafien Capnl2, wobei man einen Capnl2-produzie- 
45 renden Mikroorganismus kultiviert, gegebenenf alls die Expression 
der Capnl2 induziert und die Capnl2 aus der Kultur isoliert. Die 



9 

Capnl2 so auch in grofitechnischem Ma^ytab produziert werden, 

falls dilVesnimnscht ist. fjj^ 

Der Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und 
5 fermentiert warden. Bakterien konnen beispielsweise in TB- oder 
LB-Medium und bei einer Temperatur von 20 bis 40^0 und einem pH- 
Wert von 6 bis 9 vermehrt werden. Im Einzelnen werden geeignete 
Kultivierungsbedingungen beispielsweise in T. Maniatis, E.F. 
Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
10 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) be- 
schrieben. 

Die Zellen werden dann, falls Capnl2 nicht in das Kulturmedium 
sezerniert wird, auf geschlossen und die Capnl2 nach bekannten 

15 Proteinisolierungsverf ahren aus dem Lysat gewonnen. Die Zellen 
konnen wahlweise durch hochfrequenten Ultraschall/ durch hohen 
Druck, wie z.B. in einer French-Druckzelle, durch Osmolyse, durch 
Einwirkung von Deter genzien, lytischen Enzymen oder organischen 
Losungsmitteln, durch Homogenisatoren oder durch Kombination meh- 

20 rerer der aufgeftihrten Verfahren aufgeschlossen werden. 

Eine Aufreinigung der Capnl2 kann mit bekannten, chroinatographi-- 
schen Verfahren erzielt werden, wie Molekularsieb-Chromatographie 
(Gelfiltration) , wie Q-Sepharose-Chromatographie, lonenaustausch- 
Chromatographie und hydrophobe Chroma tographie, sowie mit an der en 

25 iiblichen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristallisation, Aussal- 
zen, Dialyse und nativer Gelelektrophorese • Geeignete Verfahren 
werden beispielsweise in Cooper, P. G., Biochemische Arbeitsme- 
thoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York oder in Sco- 
pes, R. , Protein Purification, Springer Verlag, New York, Heidel- 

30 berg, Berlin beschrieben. 

Besonders vorteilhaft ist es, zur Isolierung des rekombinanten 
Proteins Vektorsysteme oder Oligonukleotide zu verwenden, die die 
cDNA urn bestimmte Nukleotidsequenzen verlangern und damit fur 

35 veranderte Polypeptide oder Pusionsproteine kodieren, die einer 
einfacheren Reinigung dienen. Derartige geeignete Modifikationen 
sind beispielsweise als Anker fungierende sogenannte ''Tags'', wie 
z.B. die als Hexa-Histidin-Anker bekannte Modifikation oder Epi- 
tope, die als Antigene von Antikorpern erkannt werden konnen (be- 

40 schrieben zum Beispiel in Harlow, E. and Lane, D., 1988, Antibo- 
dies; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). 
Diese Anker konnen zur Anheftung der Proteine an einen f esten 
Trager, wie z.B^ einer Polymermatrix, dienen, die beispielsweise 
in einer Chromatographies ^ule eingefUllt sein kann, oder an einer 

45 Mikrotiterplatte oder an einem sonstigen Trager verwendet werden 
kann. 
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kg konnen diese 2^ker auch zur 



:ennung der Proteine 



verwendeW!/erden. Zur Erkennung der Proteine konnen auBerdem iib- 
liche Marker, wie Fluoreszenzf arbstoffe, Enzyiranarker, die nach 
Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt 
5 bilden, oder radioaktive Marker, allein oder in Koinbination ndt 
den Ankern zur Derivatisierung der Proteine verwendet werden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung einer erfin- 
dungs gemaBen Capnl2 oder eines erfindungsgemafien Calpain-Proteins 

10 als Cystein-Protease . Bevorzugt ist die Veirwendung in Verbindung 
mit naturlichen Substraten der Capnl2, es konnen jedoch alle Sub- 
strate verwendet werden, die an das aktive Zentrum der Capnl2 
binden und dort gespalten werden. Die Capnl2 kann so beispiels- 
weise als Cystein-Protease in molekularbiologischen und chenii- 

15 schen Verfahren eingesetzt werden. 

Gegenstand der Erfindung sind daruber hinaus pharmazeutische Mit- 
tel, die eine erf indungsgemaBe Capnl2, ein erfindungsgemaBes Cal- 
pain-Protein oder einen erf indungsgemaflen rekoitibinanten Vektor, 

20 sowie wenigstens einen pharmazeutisch vertraglichen Trager oder 
ein Verdiinnungsitiittel enthalten. Die erf indungsgemaBe Capnl2, das 
erf indungsgemaBe Calpain-Protein oder der Vektor kSnnen als sei- 
che, vorzugsweise jedoch zusairanen mit einem TrSger oder Verdiin- 
nungsmittel verabreicht werden. Dieser Trager kann abhangig von 

25 der gewiinschten Dosierungsf orm in fester oder fliissiger Form vor- 
liegen. Geeignete pharmazeutische Mittel konnen auBerdem neben 
einer erf indungsgemaflen Capnl2, einem erfindungsgemaflem Caipain- 
Protein oder einem erf indungsgemaBen rekorobinanten Vektor ge- 
wiinschtenfalls noch weitere pharmazeutische Wirkstof fe im Gemisch 

30 Oder getrennt in einem Kombinationspraparat enthalten. Bespiels- 
weise konnen solche Wirkstof fe die Wirkung der enthaltenen 
Capnl2, des Calpain-Proteins oder des Vektors verstarken, einen 
anderen Wirkmechanismus aufweisen und damit additiv wirken oder 
die Gesamtkonstitution des Patienten verbessern. 



Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung einer er- 
f indungsgemaBen Capnl2, eines erf indungsgemaBen Calpain-Proteins 
Oder eines erf indungsgemaBen Vektors zur Herstellung eines Medi- 
kaments zur Behandlung von Krankheiten oder Krankheitszustanden, 

40 die in Zusairanenhang mit einer unzureichenden Expression der 

Capnl2 stehen. Dabei umfasst eine erf indungsgemaBe Behandlung die 
Verhinderung der Ausbildung der Erkrankung bei einem Patienten 
mit einer entsprechenden Pradisposition oder die Therapie einer 
bereits bestehenden Erkrankung durch verlangsamtes Fortschreiten 

45 Oder sogar durch Verbesserung des Zustandes des Patienten, mogii- 
cherweise bis zum volligen Ausheilen. 



35 



• llr.n^\ an CaM»12 herrscht, konnen 

^hrerMlrfahren zur Capnl2 oder ein 

Xann in einem -^i'^'^^"^!^^^:^ ""^^^^^^^ gantherapeutisch in 
erfindungsgemafies ^^^^^f ^f,""^^^^^ appliziert 
5 Form ihrer kodierenden beliebige Vehi- 

.erden. Zur ^^^^^^^^^^^^^^^^^^ ..ansfeKtion) , als 

kel, beispielsweise ^3"^^^^. ;^3^,^„.Transfektion) zum Bin- 

.atz Konoaen. Geeignete VehxKel konnen zielzellen 

10 leme Oder ^^^^^^^f "^^^^^^^^^^^ Transfektion kann im 

binden und diese gezxelt f entnormnene Zellen 

Korper des Patienten erfolgen °f ^ ^^/^^^^^ patienten ap- 
in-vitro transfektiert und --^^^^^^^i^telsweise von Strauss 
pliziert. Geeignete ^erf ahren werdenj^is^^^^^^^^ ^^^^^ 

15 und Barranger in Conc^p- xn capnX2-Sub- 
ter, Hrsg., beschrieben. ^in weiter korpereigenen 
stitution stent die Stimulation ^;^/"^^;""i;,^g%rfindung8ga- 
Gens dar. Auch der turn-over oder ^^^^^^^^^^^^^ werden, urn . 

.0 eine erh5hte Zahl aktiver <^^;^^^^J,^ ^ die ^- 

lich kSnnen Agonisten ^^^^^^^^^^J^ steigern. Bei venninderter 

,ivitat ^^^^^'^^^l^^ZTfTJ'^ die Therapie unterstiitzendes 
Capnl2-Expression kann dies nur e 



Verfahren sein. 

25 



V. Oder Medikamente konnen 

m Form von Tabletten, "^'^^l.^onen «md Saspensionen 

pellets. Kap,eln f^P^^^f^^ ^ ^ ^^^r-lie^en . Vo...„- 

<^er Medicament, und '^^^^t^^^f "I^"^ ^ird in M,hSn,i,Helt 
35 Entsoheidung des behmdelnden Blrks^eit de. jeweiU- 

9-»hlten verat«-.. -J- ^ ^„ ^Handelnden Er- 
gen Medlkanents, von der „„j ae«en in.preahen 

krankun,, von dem Befxnden ^^ij^^f^^i einen geeigneten Boale- 
eu. die -''-apie eine ,ee.9ne^ -^^^^ „^,,^n 

40 rungsplan /"^""""^^oh und Tier) in Dosen von etwa 

Subatanzen an ein Saugetier iK«>so yerabieicht wer- 

0,5 »g bis 100 n, pro "9 KBrperga^cht P^^^J^^^ „rabrei=ht 
den. Sia kBnnen in Ein»ldo.ls oder in mehreren 



werden. 

45 
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Die An^«|kingsgebiete umfassen Krankheiti^Band Krankheitszustande 
die iiti ^Sairanenhang itdt einer unzureichenden Capnl2-Expression 
stehen . 

5 Gegenstand der Erfindung ist auBerdem die Verwendung einer erfin- 
dungs gemaflen Capnl2 Oder eines erfindungsgemaBen Calpain-Proteins 
zum Screening auf Calpain-Protease-Ef fektoren. Unter Calpain-Pro- 
tease-Effektoren sind beispielsweise Substanzen zu verstehen, die 
die Aktivitat der Capnl2 und/oder anderer Calpaine beeinflussen 

10 konnen, wie Aktivatoren Oder Inhibitoren^ oder solche, die auf 
die Substrate der Capnl2 wahrend der enzyiaatischen Katalyse wir- 
ken konnen oder Capnl2-bindende Molekule, wie Iinmunglobuline oder 
niedermolekulare Capnl2-bindende Molektile, die ebenfalls die bio- 
logische Funktion der Capnl2 modulieren konnen. Unter Capnl2-bin- 

15 denden Molekiilen versteht man alle natiir lichen und synthetischen 
Liganden und Interaktionspartner der Capnl2. 

In einem geeigneten Screening-Verf ahren wird beispielsweise die 
Capnl2 oder ein erf indungsgexnaBes Calpain-Protein mit einem Ana- 
20 lyten inkubiert^ welcher einen Effektor einer physiologischen 
Oder pathologischen Capnl2-Aktivitat enthalt, beispielsweise der 
Cystein-Protease-Aktivitat/ und die Aktivitat der Capnl2, gegebe- 
nenfalls durch Zugabe von Substraten und Cosubstraten bestimmt. 

25 Den folgenden Verfahren liegt dagegen die Eigenschaft vieler Ef- 
fektoren zugrunde, an das Zielprotein zu binden. So kann die 
Capnl2 Oder das erfindungsgemaSe Calpain-Protein, gegebenenf alls 
nach entsprechender Derivatisierung, an einem Trager immobili- 
siert und mit einem Analyten in Kontakt gebracht werden, in wel- 

30 chem wenigstens ein Capnl2-Bindungspartner vemutet wird. Die an 
die immobilisierte Capnl2 oder das immobilisiertei- erfindungsge- 
mafle Calpain-Protein gebundenen Bestandteile des Analyten konnen 
dann gegebenfalls nach einer Inkubationsphase eluiert, bestimmt 
und charakterisiert werden. Entsprechend kann aber auch der Ana- 

35 lyt immobilisiert werden und anschlieBend auf Bindung von 

Capnl2~Molekulen Oder bindungsfahigen Capnl2-Fragmenten an Be- 
standteile des Analyten hin untersucht werden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Immuhglobuline mit Spezi- 
40 fitat flir eine erf indungsgemaBe Capnl2. Solche Immunglobuline um- 
fassen mono- oder polyklonale Antik5rper, die an charakteristi-* 
sche Epitope der Capnl2 binden konnen, sowie deren Fragmente. Die 
Herstellung von Anti-Capnl2-Immunglobulinen erfolgt in einer dem 
Fachmann gelaufigen Weise. Mit Immunglobulinen sind sowohl poly- 
45 klonale, monoklonale, gegebenenf alls humane oder humanisierte An- 
tikorper oder Fragmente davon, single-chain-Antikorper oder auch 
synthetische Antikorper gemeint,. sowie Aritikorperf ragmente, wie 
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Fv, ^^j^ F(ab')2. Geeignete Herstellung^erf ahren sind z.B. in 
Campbel^^. m. , Monoclonal totibodv TeclH^ 



M., Monoclonal Antibody Tecfljlogy, (1987) Elsevier 
Verlag, Amsterdam, New York, Oxford und in Breitling, F. und Du- 
bel, S., Rekombinante Antikorper (1997), Spektrum Akademischer 
Verlag, Heidelberg beschrieben. So konnen beispielsweise ausge- 
hend von den erfindungsgemaflen Aminosauresequenzen Peptide syn- 
thetisiert werden, die einzeln oder in Kombination als Antigene 
zur Herstellung monoklonaler oder polyklonaler Antikorper einge- 
setzt werden konnen. 



10 



Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung erfindungsgema- 
fier Immunglobuline oder erfindungsgemafler Polynukleotide zur Dia- 
gnose von Krankheiten oder Krankheitszustanden, die im Zusammen- 
hang mit der Capnl2-Expression stehen. Dabei kann die Menge, Ak- 

15 tivitat und Verteilung der Capnl2 oder ihrer zugrunde liegenden 
mRNA im menschlichen Korper bestimmt werden. Mit Hilfe von Immun- 
globulinen oder Capnl2-bindenden Molekulen laBt sich beispiels- 
weise die Capnl2-Konzentration in biologischen Proben, z.B. Zel- 
len Oder Korperfliissigkeiten, bestimmen. Mit Hilfe erfindungsge- 

20 mSfler Polynukleotide IMBt sich beispielsweise mittels Northem- 
Blot-Technik oder RT-PCR die Expression auf mRNA-Ebene beurteilen 
und beispielsweise eine Minderexpression nachweisen und eine da- 
mit verbundene Krankheit diagnostizieren. AuBerdem lassen sich 
mit Hilfe erfindungsgemafler Polynukleotide in Form geeigneter 

25 Sonden Gendefekte oder Mutationen beziiglich des Capnl2-Gens und 
damit die Pradisposition eines Patienten fUr bestiirante Krankhei- 
ten nachweisen. Weiterhin lassen sich aus der Untersuchung einer 
groBen Anzahl von Patienten im klinischen Monitoring Aussagen 
uber genetische Ursachen und Pradispositionen bestimmter Erkran- 

30 kungen machen. 

Die Erfindung wird nun in den folgenden nichtlimitierenden Bei- 
spielen unter Bezugnahme auf die beiliegenden Figuren nSher be- 
schrieben. Dabei zeigt: 



35 



Figur 1 einen Sequenzvergleich der vorhergesagten Aminosaurese- 
quenz der Capnl2 mit reprasentativen Mitgliedern der Wirbeltier- 
Genfamilie der groflen Calpain-Untereinheit: 

40 Die vorhergesagte Aminosauresequenz (hier dargestellt im Ein- 
Buchstaben-Code) der Splice-Variante Capnl2A wurde mit Mitglie- 
dern der wichtigsten Klassen der groBen Calpain-Untereinheit 
verglichen, die sich durch verschiedene C-temdnale Domanen un- 
terscheiden. Capnl besitzt eine klassische Calmodulin-ahnliche, 

45 C-terminale Domane, wahrend CapnS, Capn7 und CapnlO C-terminale 
Domanen aufweisen, die mit N, T bzw. X bezeichnet sind. Aminosau- 
ren anderer Proteine, die zu denen der Capnl2 identisch sind. 
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sind sc^Bkrz hinterlegt. Bindestriche k^Beichnen Liicken, die 
zur Geg^Rberstellung und damit zum bestmoglichen Vergleich der 
Sequenzen eingefiigt wurden. Die drei konservierten Aminosauren^ 
die Teil des aktiven Zentrums der Calpaine sind, sind mit Pfeilen 
5 markiert. Die Calcium-bindenden EF-Hand-Domanen von Capnl (Lin et 
al., 1997; Blanchard et al.^ 1997) sind durch einen Balken fiber 
der jeweiligen Sequenz hervorgehoben und abschnittsweise nuinine- 
riert. Die aus der Kri stall struktur vorhergesagten (Hosfield et 
al,, 1999) Calpain-Domanen sind ebenfalls gekennzeichnet. Zur 

10 besseren Obersichtlichkeit wurden die ersten 122 Amlnosauren des 
vorhergesagten Capn7-Proteins, die nur dieses Protein aufweist, 
nicht angegeben und durch ein "Gleichheitszeichen" (=) ersetzt- 
Die ausgesprochen saure Region in Domane III, die mit Calcium in- 
teragieren kann und moglicherweise als ''elektrostatischer Schal- 

15 ter'' der Protease-Aktivitat wirkt, ist durch Kreise iiber der re- 
levanten Sequenz kenntlich gemacht. Die voii der Splice-Variante A 
abweichenden C-terminalen Enden der aus der 914413-cDNA vorherge- 
sagten Proteinsequenz und der vorhergesagten Proteinsequenzen der 
Splice-Varianten B und C sind von dem Punkt an gezeigt, an dem 

20 sie sich von der Proteinsequenz der Splice-Variante Capnl2A un- 
terscheiden. Die EMBL/GenBank-Zugangsnummern der Calpain-Sequen- 
zen sind in der Legende zu Figur 3 angegeben. 



Figur 2 die genomische Struktur des Capnl2-Gens: 



25 



A. Schematisches Diagraram der Intron/Exon Struktur des 
Capnl2-Gens. Die sdhwarzen Rechtecke stehen fiir Exons der Capnl2. 
Diese sind fortlaufend nummeriert. Das karierte Rechteck kenn- 
zeichnet das am auflersten 3'-Ende gelegene Exon von Actn4I'Das 

30 gepunktete Rechteck kennzeichnet die Exonsequenz, die sich Capnl2 
und Actn4 , teilen . Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung 
beider Gene an. Die Lage der Sequenzwiederholungen, die man in 
der Sequenz entdeckte, sind oben angegeben. Das Splice-Ereignis 
zwischen den Exons 9 und 20, aus dem das mRNA-Transkript des 

35 Klons 914413 resultierte und die Teilsequenzen, die Splioe-Donor- 
und Splice-Akzeptorstelle der Exons 9 und 20 der Capnl2 umgeben, 
sind ebenfalls angegeben. GroBe Buchstaben kennzeichnen jeweils 
die kodierende Sequenz und kleine Buchstaben die Intronsequenz . 
Die Sequenz CACTG, die der anomalen Splice-Donor- und der Splice- 

40 Akzeptorstelle gemeinsam ist und in der das anomale Splice-Ereig- 
nis auftrat, ist unterstrichen . Die sich daran anschlieBende Se* 
quenz der 914413-cDNA, die diese zwei Exons miteinander verbin- 
det, ist ebenfalls angegeben. 

B. Ein schematisches Diagramm der Exons 11, 12 und 13 zeigt die 
45 alternativen Splice-Varianten A, B und C. Die Sequenz des gemein- 

samen Exons 11 ist auf der linken Seite gezeigt und das damit 
verbundene Exon, das in der jeweiligen Splice-Variante verwendet 



15 

wird, au^^pr rechten Seite. Die vorhergej^te Aminosauresequenz 
ist unte]^^er entsprechenden Nukleotidseq^Plz angegeben. Die 
letzten zwei Nukleotide des Splice-Akzeptors in Exon 12, AG, die 
in Splice-Variante B verwendet warden, sind fettgedruckt darge- 
5 stent. 

C. Die Tabelle zeigt die Splice-Ereignisse der einzelnen Exons 
ndt der den jeweiligen Splice-Donor und Splice-Akzeptor umgeben- 
den Nukleotidsequenz, Splice-Donor und Splice-AKzeptor sind fett- 
gedruckt dargestellt. Die Grofle der jeweiligen Exons und Introns 
10 ist angegeben. 



Figur 3 den phylogenetischen Stammbaum der Saugetier-Genf amilie 
der groBen Calpain-Untereinheit: 

15 Die Analyse wurde mit Hilfe des Prograinms CLUSTAL durchgefiihrt, 
der Stammbaum wurde mit CLUSTREE erstellt. Die jeweilige Lange 
der horizontalen Linien ist proportional zum vermuteten phyloge- 
netischen Abstand; die vertikalen Abstande haben keine Bedeutung* 
Es wurden 1000 Beindwiederholungen durchgefiihrt und die Werte sind 

20 in den inneren Knotenpunkten angegeben. Es wurden vorzugsweise 
Sequenzen der Maus verwendet. Da diese nicht fiir CapnS, Capn9 und 
Capnll verfiigbar sind, wurden ersatzweise die orthologen Sequen- 
zen der Ratte und des Menschen verwendet. Die EMBL/GenBank-Zug- 
angsnummern der Sequenzen sind: Capnl (AF021847), Capn2 (Y10139), 

25 Capn3 (X92523), CapnS (Y10656), Capn6 (Y12582), Capn7 (AJ012475), 
Ratte Capn8 (D14480), Mensch CAPN9 (AF022799), CapnlO (AF126867) 
und Mensch CAPNll (AJ242832). 

Figur 4 eine mRNA-Expressionsanalyse von Actn4 und Capnl2: 

30 

A. Expression von Actn4 in verschiedenen Mausgeweben. Eine 32p_ 
markierte Probe, die dem 3'-Ende der AGtn4-cDNA der Maus ent- 
sprach, wurde an einen Clontech Mouse-Master-Blot hybridisiert. 
Die Lokalisation der RNAs auf den Filtern ist auf der rechten 

35 Seite angegeben. Der Blot wurde gestrippt und mit einer Maus 
Hprt-Probe hybridisiert (in der Mitte) , urn die RNA-Beladung zu 
(iberprtifen. Die Expositions zeit betrug 48 Stunden* 

B. Eine ^zp^^markierte Probe wurde an einen Northern-Filter, der 
RNAs aus der Haut von Mausen angegebenen Alters trug, hybridi- 

40 siert. Der Blot wurde zur Uberpriifung der auf getragenen RNA-Level 
anschliefiend ein weiteres Mai mit einer P-Actin-cDNA-Probe hybri- 
disiert. Die Positionen der 28S- und IBS-rRNAs sind gekennzeich- 
net und die spezifische Capnl2-RNA-Bande mit einem Pfeil mar- 
kiert. Die Expositions zeit bei der Capnl2 betrug 144 Stunden und 

45 2 Stunden bei P-Actin. 

C. Capnl2-RT-PCR von RNAs der Haut von Mausen verschiedenen post- 
natalen Alters. M, pSM verdaut mit Hindlll als Molekulargewichts- 
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GroBe der Banden ist in Bas 



!aren angegeben. Neg, 



negativ^^ontrolle ohne eingesetzte DNA. Die Sequenzierung der 
hervorgehobenen PCR-Produkte bestatigte, dass die verstarkte 
Bande der Capnl2-cDNA entspricht. 

5 

Figur 5 eine in-situ-Hybridisierung an Hautgewebeschnitten aus 
Mauseitibryonen : 

Auf der linken Seite sind lichtmikroskopische Aufnahmen der Gewe- 
10 benschnitte dargestellt. Rechts daneben ist das entsprechende 
Bild der in-situ-Hybridisierung zu sehen. Die Capnl2 wird selek- 
tiv im Cortex des Haarfollikels exprindert (irs: inner root 
sheath; ors: outer root sheath; co: cortex) • 

15 Beispiel 1 

Screening einer genomischen Bibliothek 

Eine Cosmid-Bibliothek, erstellt durch Klonierung von partiell 
20 durch Sau3A verdauter Maus-129/Sv-DNA in den Cosmidvektor pSuper- 
Cos ( Stratagene ) , wurde durch PCR-Analyse unter Verwendung der 
Capnl2-spezifischen Primer 5 '-gaatggcgagtggcaacaggaag-3' (SEQ ID 
NO: 9) und 5'-tggggotcagcacaaaactcat-3' (SEQ ID NO: 10) ges- 
oreent^ Die Cosmid-DNA wurde mit Hilfe des Qiagen Plasmid Midi 
25 Kits gen^ den Herstellerangaben auf gereinigt. 

Beispiel 2 

cDNA-Amplifikation durch PCR 



Fiinf Mikrogramm Gesamt-RNA vmrden mit AMV Reverse Transkriptase 
unter Verwendung des Promega Reverse Transkription Systems in 
cDNA transkribiert. Die PCRs wurden in 50 |Jil Reaktionsvolumen, die 
50 inM KCl, 10 inM Tris-HCl, pH 9, 0,1% Triton X-100, 2 Units Tag 

35 DNA-Polymerase, 50 pmol sowohl der Vorwarts- als auch der RficJc- 
wartsprimer und 0,1 ng cDNA enthielten, mit einem Thermocycling- 
Protokoll von 35 Zyklen, umfassend 15 s bei 94oC, 30 s bei SS^^C 
und 1 min bei 12^C, durchgef iihrt . Die Capnl2 Vorwarts- und Riick- 
wartsprimersequenzen zur RT-PCR waren 5 ' -ttcaagactttctcacg-3 ' 

40 (SEQ ID NO: 11) und 5'-tcgcccccttgagtttattctga-3' (SEQ ID NO: 
12)* Die Hprt Vorwarts- und Rttckwarts-Primersequenzen waren 
5'-atgccgacccgcagtcccagcg-3r (SEQ ID NO: 13) und 
5'-ggctttgtatttggcttttcc-3' (SEQ ID NO: 14), 

45 Beispiel 3 



30 
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DNA-Sei 



lerung 




Bin 20 |il-Reaktionsgemisch, das 8 |il BigDye Reaktion Mix (Perkin- 
Elmer Biosys terns ) ^ 500 ng gereinigte DNA und 10 pmol Primer ent- 
5 hielt, wurde 30 Zyklen, umfassend 15 s bei 94^0, 15 s bei SO^C und 
2 min bei 60^0, inkubiert. Die Reaktion sprodukte warden durch Po- 
lyacrylamid-Gelelektrophorese unter Verwendung eines ABI 377 DNA- 
Sequencers aufgetrennt und die Sequenz durch Dye-Temdnator-Plu- 
oreszenz mit Hilfe der Perkin-Eliner Biosysteras Sequenzanalyse 
10 Software Version 3^3 sequenziert. Weitere Sequenzierung mit syn- 
thetisierten Oligonukleotiden erweiterte die DNA-Sequenzen. Die 
Sequenzen warden mit Hilfe des SeqMan der Programmreihe DNASTAR 
zu einem Con tig zusainmengesetzt, 

15 Beispiel 4 

Sequenzanalysen 

DNA- und Aminos auresequenz en warden bezuglich ihrer Homologie mit 
20 den nicht-redundanten Nukleotid-, Protein- und EST-Datenbanken 
des National Center for Biotechnology Information 
(http;//www.ncbi. nlm.nih.gov) mit Hilfe der Programmreihe-BLAST 
(Altschul et al,, 1990) untersucht. Der Sequenzvergleich und die 
Gegeniiberstellung von Aminosauresequenzen wurde mit CLUSTAL W 
25 (Thompson et al., 1994) durchgef uhrt. Die Vorhersage der Exons 
war mit Hilfe des FGNENESH-Prograrams moglich^ das fiber den Sanger 
Centre Web-Server (www.sanger.ac.uk) erhaltlich ist. Repetitive 
Sequenzen wurden unter Verwendung des ''RepeatMasker'' (https//re- 
peatmasker.genome.washington.edu) identifiziert. Die phylogeneti- 
30 sche Analyse wurde mit dem Programm CLUSTREE^ erhaltlich vom HU- 
SAR-Server des Deutschen Krebsforschungszentrums, Heidelberg 
(www. dkfz-heidelberg.de) durchgef iihrt. 

Beispiel 5 

35 

Northern-Blot-Hybridisierung 

Die Gesamt-RNA aus Mausgeweben wurde mit Hilfe der Guanidin-Iso- 
thiooyanat-Methode (Chomzynski und Sacchi, 1987) isoliert. 10 jig 

40 Gesamt-RNA wurden durch Elektrophorese in einem 1,4% (w/v) Agaro- 
segel, das wie bereits beschrieben 2,2 M Formaldehyd enthielt 
(Sambrook et al., 1989), aufgetrennt und gemafl den Herstelleran- 
gaben auf eine Hybond-N-Nylonmembran (Amersham) geblotted. Der 
Blot wurde mit einem 32p^jnarkierten cDNA-Fragment, das den Nukleo- 

45 tiden 33-852 cDNA-Sequenz der Capnl2 entsprach in Bxpresshyb Hy- 
bridisierungslosung (Clontech) hybridisiert. Die Bedingungen der 
Hybridisierung und des hochstringenten Waschens wurden geroaB den 
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Herste]iB||angaben gewahlt, Der Blot wur(^^n einem zweiten 
Schritt^Kt einer cDNA-Probe des P-Actins hybrid! siert, um die 
RNA-Beladung zu iiberprufen. 

5 Beispiel 6 

In-situ-RNA-Hybridisierung an Gewebeschnitten 

Die Capnl2-cDlSfA, die als Template zur Synthese von RNAs, entspre- 

10 chend den Nukleotiden 33-852 der beschriebenen Sequenz, verwendet 
wurde, wurde in die EcoRV-Stelle des pBluescripts kloniert. Die- 
ses cDNA-Pragment iiberlappt nicht itiit dem Actn4-Gen. ^^P-markierte 
Sense- und Antisense-RNAs wurden durch in-vitro-Transkription von 
Restriktionsenzym-linearisierter Plasmid-DNA in einem Reaktions- 

15 voltimen von 12,5 |xl, das 1 x Transkriptionspuf f er (Puffer fur T7- 
und T3-RNA Polymerasen, von Statagene), 200 \M ATP, CTP, GTP, 40 
|jiCi a-33p-UTP (Amersham), 10 mM DTT, 1 ng linearisierte Plasmid- 
DNA, 40 Units RNAsin (Promega) und 10 Units RNA-Polymerase ent- 
hielt, hergestellt. Nach 2-stundiger Inkubation bei 37^0 wurde die 

20 Template-DNA durch Zugabe von 2 Units DNAasel (Boehringer Mann- 
heim) gefolgt von einer 30-minutigen Inkubation bei 37^0 entfernt. 
Der Reaktionsansatz wurde extrahiert, ntit Ethanol prazipitiert 
und in 26 DBPC-behandeltem dHaO resuspendiert. Die Embryos wur- 
den in 4% (w/v) Paraf ormaldehyd in PBS f ixiert und daraus erhal- 

25 tene 5 pm-Gewebeschnitte wurden auf vorgereinigte SuperFrost Plus- 
Ob jekttrager (Menzel-Glaeser) iiberfiihrt. Die Hybridisierungs- und 
Waschbedingungen war en wie bereits beschrieben (Dressier und 
Gruss, 1989). Bs wurde eine Hybridisierungstemperatur von 55^0 ge- 
wahlt, 

30 

Beispiel 7 



Bestrahlungshybridkartierung 

35 Die DNAs der T31-Bestrahlungshybridkartierungsplatte (Research 
Genetics) wurden durch PGR mit Hilfe zweier, der Capnl2 [Set 1: 
5'-gggagggccaggacaaggact-3' (SEQ ID NO: 15), 
5'-agggaaggctggaacaatggagaa-3' (SEQ ID NO: 16), 
Set 2: 5'-gaatggcgagtggcaacaggaag-3' (SEQ ID NO: 17), 

40 5'-ctggggctcagcacaaaactcat-3' (SEQ ID NO: 18)] 

und der CapnS (Set 1: 5 '-cggtgacactggactgggccttgc-S' SEQ ID NO: 
19), 5'-aagccgcctgcagagcactgtgg-3' (SEQ ID NO: 20); Set 2: 
5 ' -cgggagtggacgggcccctg-3 ' ( SEQ ID NO : 21), 

5 ' -ctcactttctgccattcctc-3 ' (SEQ ID NO: 22)) entsprechenden Prim- 
45 ersets, analysiert. Die PCRs wurden in einem Reaktionsvolumen von 
20 |il, das 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 9, 1,5 roM MgCl2, 1 Unit 
Taq DNA-Polymerase und 25 ng DNA enthielt, mit einem Thermocy- 



19 

cling-P3^^koll von 35 Zyklen, umfassend^^ s bei 94^0, 30 s bei 
60^C unc^^min bei T2^C, durchgefiihrt. D^Bohdaten warden zur 
Analyse bei der Maus-Bestrahlungshybrid-Datenbank, im Jackson La- 
boratory (www. j ax . or g/resources /documents /cmdata/rhmap/ ) einge- 
5 reicht. 



Beispiel 8 

Identifizierung der Capnl2 

10 

Zur Identifizierung neuer Calpaingene durchsuchte man die offent- 
lich zuganglichen EST-Datenbanken. Unter Verwendung der vorlaufig 
erhaltenen Daten, wurde ein neues Mitglied der Saugetier-Genf ami- 
lie der groBen Calpain-Untereinheit, die durch ein zellspezifi- 
15 sches Express ionsmuster charakterisiert ist, gefunden und charak- 
terisiert. 

Die Maus-EST-Datenbank wurde mit Proteinsequenzen von bekannten 
Wirbeltier-Calpainen unter Verwendung des TBLAST-Algorithmus 

20 (Altschul et al., 1990) durchsucht. Das translatierte Protein ei- 
nes 3 '-EST, AA1314413, war f\ir die Familie der groBen Calpain-Un- 
tereinheit typisch. Aus diesem Grund wurde der cDNA-Klon, 914413, 
der diesem EST-Klon entspricht, in seiner Gesamtheit sequenziert. 
Die cDNA weist einen PolyA-Schwanz auf und enthalt ein of fenes 

25 Leseraster, dessen vorhergesagtes Protein Homologie zu den Doma- 
nen I und II der groBen Untereinheit der klassischen Calpaine 
zeigt. Die vorhergesagte Sequenz weicht allerdings von der klas- 
sischer Calpaine im Anschlufl an die Domane II ab und endet kurz 
darauf (Fig* !)• 

30 

Drei Beobachtungen deuten an, dass dieser cDNA-Klon von einem 
anomalen Transkript stammt. Erstens, weist das offene Leseraster 
keine Homologie zu den Domanen III Oder IV anderer Calpaine auf, 
wahrend alle bisher identif izierten Calpaine eine typische Vier- 

35 Domanen-Struktur aufweisen, Zweitens, war es nicht moglich, mit 
Primern, die aus den beiden Enden der erhaltenen Sequenz kon- 
struiert wurden, aus einer groBen Zahl von Gewebe-cDNAs ein 
Transkript dieser Lange zu amplifizieren. Drittens, wurden zum 
3'-Ende von AA1314413 homologe, humane ESTs identif iziert, von 

40 denen manche Homologie zu der Calmodulin-ahnlichen Domane IV der 
Calpaine zeigten. Daher scheint der cDNA-Klon 914413 das Ergebnis 
eines atypischen oder fehlerhaften RNA-Splicing-Ereignisses zu 
sein, das die fur die Domanen III und IV kodierenden Exons dieses 
Calpain-Gens deletiert hat* 

45 
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Urn dies^^. iiberpriif en wurde ein genomisd^B DNA-Cosmidklon iso- 
liert uOTTsequenziert. Man erhielt eine fortlaufende Sequenz (SEQ 
ID NO: 8) von insgesamt 13116 bp. Die Genvorhersagesoftware (FGE- 
NESH) identifizierte ein potentielles Gen ndt 21 Exons, mit einer 
5 Exon/Intron-Struktur, die typisch fiir die Genfamilie der Calpaine 
ist. Darunter sind Exons mit ausgepragter Homblogie zu den Doma- 
nen III und IV der klassischen Calpaine. Zur Bestimmung der ge- 
nauen Exon/Intron-Struktur analysierte man aus der Haut isolierte 
mRNA itiittels RT-PCR. Die Software sagte 20 der 21 Exons vorher, 
10 wobei sie einige Fehler in der Position der Donor- oder der Ak- 
zeptor-Splice-S telle erlaubt. Die Intron/Exon-Grenzen des voll- 
standigen Gens sind in Figur 2A gezeigt und in Tabelle 1 zusam- 
mengefaBt. Das Nomenklatur-Komitee des Maus-Genoms gab diesem Gen 
den Namen Capnl2. Man fand in der Capnl2-Intronsequen2 vier ein- 
15 fache Sequenzwiederholungen und 16 SINES (short interspersed, re- 
peats; 4 Bl, 1 B2, 3 B4 und 8 ID; Fig, 2A) . Im Vergleich zu der 
aus der genomischen Sequenz vorhergesagten inRNA-Seguenz scheint 
der cDNA-Klon 914413 das Ergebnis eines fehlerhaften Splice-Erei- 
gnisses zu sein, denn sowohl die Splice-Donor- als auch die 
20 Splice-Akzeptorstelle sind atypisch und der groBte Teil der Exons 
der Domanen III und IV wird dadurch deletiert. Der Splice findet 
zwischen den Exons 9 und 20 innerhalb einer 5-Basenpaarregion, 
CACTG^ statt/ die diesen beiden Exons gemeinsam ist (Fig. 2A) • 

25 Mittels RT-PCR wurden drei alternative Splice-Varianten der 

Capnl2-roRNA identif iziert (hier Capnl2A, Capnl2B und Capnl2C ge- 
nannt). Die Splice-Variante A weist ein offenes Leseraster auf, 
das vermutlich ein Protein aus 720 Aminosauren (Mr 80,5 kDa) ko- 
diert. Das vorgeschlagene Start-Methionin (cgaATGg) entspricht 

30 der minimalen Konsensussequenz der Translationsstartstelle (Ko- 
zak, 1996) • Weitere 5 '-Startstellen werden durch ein TAA-Stopco- 
don im Leseraster ausgeschlossen, das 39 Nukleotide strangauf- 
warts dieses ATG lokalisiert ist. Die vorhergesagte Aminosaurese- 
quenz zeigt Ahnlichkeiten zu Mitgliedem der Familie der groflen 

35 Calpain-Untereinheit und kann in die fiir Calpaine typischen vier 
Domanen I bis IV unterteilt werden (Fig, 1). Die Domane II der 
erfindungsgemaBen Capnl2 weist die drei Aminosaurereste (CyslOS, 
His259 und Asn283) auf , die fiir das aktive Zentrum von Cystein- 
Proteasen wesentlich sind (Berti und Storer, 1995) • Demgem^ 

40 weist die erf indungsgemaBe Capnl2, wie die meisten klassischen 
Calpaine, Cystein-Protease-Aktivitat auf • 

Jede der fiinf , der bei der Capn2 beschriebenen Ca2+-bindenden Se- 
quenzen (Blanchard et al,, 1997; Lin et al., 1997) ist in gewis- 
45 sem AusmaB in der AminosMuresequenz der .Capnl2 konserviert (Fig. 
1). Die Kristallstruktur der Capn2 brachte eine extrem saure Re- 
gion in der Domane III zum Vorschein, die mit Ca2+ interagieren 
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und alsj^ektrostatischer Schalter" der Erptease-Aktivitat wir- 
ken k6n^P(strobl et al., 2000). Die AuAkn vermuten, dass die 
groi3e Zahl saurer Reste in dieser Region die fur die Aktivierung 
notwendige Ca2+-Kon2entration reduzieren konnte. Die entsprechende 
5 Region der Capnl2 ist ebenso ausgepragt sauer (DBEEDDDDEE; Fig. 
1). Insgesamt legt die primare Aminos Sure sequenz soinit nahe, dass 
dieses Protein Cystein-Protease-Aktivitat aufweist und Calcium 
bindet. Bin Vergleich der vorhergesagten Aminosauresequenz mit 
denen anderer Vertebraten- und Invertebraten-Calpaine zeigte 
10 Starke Sequenzhomologie zur Capnl des Menschen und der Maus 
(39,9% bzw. 39,75%). 

Die Transkripte der Splice-Varianten A und B unterscheiden sich 
im Splice-Akzeptor des Exons 12, wahrend der Variante C das Bxon 

15 12 ganz fehlt. Die vorhergesagten Proteine der alternativen 
Splice-Varianten B und C zeigen dadurch eine in der Domane III 
abweichende Aminos auresequenz und aufgrund eines Shifts im Lese- 
raster endet die Translation innerhalb dieser Domane (Fig. 2B). 
Folglich fehlt ihnen vermutlich auch die Calmodulin-ahnliche, 

20 Ca2+-bindende, C-tenninale Domane. Analog dazu wurde bereits ge- 
zeigt, dass auch die Capn8 der Ratte und die CapnS der Maus al- 
ternativ gesplicete Transkripte bilden, die Proteine kodieren, 
denen die C-terminale Domane fehlt (Sorimachi et al. , 1993; Dear 
et al., 1997). Oberraschenderweise war das RT-PCR-Produkt der 

25 Splice-Variante B abundanter als das der Splice-Variante A. Somit 
stent vermutlich ein Capnl 2-Protein, dem eine Ca2+-bindende Do- 
mane fehlt einen betrachtlichen Teil des Capnl2-Proteinpools dar. 
Das RT-PCR-Produkt der Splice-Variante C war dagegen das am we- 
nigsten abundante. 
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Beispiel 9 

Phylogenetische Analyse der groBen Calpain-Untereinheit der SSu- 
getiere 



35 



Die jeweils vollstSndigen Aminosauresequenzen reprSsentativer 
Mitgliedern aller bekannten groBen Calpain-Untereinheiten der 
Saugetiere wurden einer phylogenetisohen Analyse unterzogen. Da- 
durch konnte man die Calpaine in drei Hauptgruppen einteilen 

40 (Fig. 3). Die erste Gruppe (A) wird durch Capnl, Capn2, Capn3, 
CapnS und Capn9 reprasentiert und die zweite Gruppe (B) durch 
CapnS, CapnS, Capn7, CapnlO und Capnl2. Capnll, ein stark abwei- 
chendes Calpain (Dear et al., 1999), passt in keine der Gruppen. 
Gruppe (A) enthalt alle Calpaine mit einer Calmodulin-Shnlichen, 

45 C-terminalen Domane, wahrend Gruppe (B) all jene "atypischen" 
Calpaine enthalt, denen vermutlich die Fahigkeit zur Ca2+_Bindung 
fehlt. Eine Ausnahme stellt die Capnl 2 dar, die im Allgemeinen 
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der Grii 




(B) ahnlicher ist 




on, dass sie eine Cal- 



moduliii^hnliche, C-tenninale Domane aufweist. Dariiberhinaus legt 
die phylogenetische Analyse die Vermutung nahe, dass die Capnl2 
das alteste Mitglied dieser Gruppe ist. Folglich konnte ein Vor- 
5 laufer des Capnl2-Gens der Begrunder der Gene der atypischen gro- 
Ben Calpain-Untereinheit sein, wobei die Capnl2 uber alternatives 
Splicing moglicherweise als Quelle sovohl klassischer als auch 
atypischer Proteine gedient hat. 

10 Beispiel 10 

Chromosomen-Lokalisation 

Die Lokalisation des Capnl2-Gens auf Chromosomen der Maus wurde 

15 durch PCR-Analyse der T31-Bestrahlungshybridkartierungsplatte mit 
Hilfe von Primern bestimmt, die innerhalb des Introns 1 des 
Capnl2-6ens binden. Die Rohdaten vurden unter Verwendung der Be- 
strahlungshybridkarte des Maus-Genoms (Van Etten et al.^ 1999) 
und dem dazugehorenden World Wide Web Server analysiert. Der 

20 hochste LOD-Wert lag bei 16, in Verbindung mit dem Marker 
D7Mit72. Andere hohe LODs lagen bei 14,4 in Verbindung itd.t 
D7Mitll6, 14,4 in Verbindung mit D7Mit77, und 13,9 in Verbindung 
mit D7Mit267. Diese Marker wurden auf Chromosom 7 bei 9,4 
(D7Mit77), 10,7 (D7Mitll6), 10,4 (D7Mit72), und 11,0 cM 

25 (D7Mit267) lokalisiert. Die schliissigste Reihenfolge ist: proxi- 
mal - D7Mit77 - D7Mitll6 - D7Mit72 - Capnl2 - D7Mit267 - distal. 
Die Region ist ortholog zum humanen Chromosom 19ql3. Das 
Capn5-6en der Maus wurde kurzlich ebenfalls mit Hilfe einer Be- 
streihlungshybridkartierungsplatte der Chromosomen somatischer 

30 Zellen der Maus auf dem Maus-Chromosom 7 lokalisiert (Materia et 
al., 1998). Um den genauen Abstand zwischen CapnS und Capnl2 auf 
dem Chromosom 7 zu bestimmen, wurde die T3i-Platte mit 
Maus-CapnS-spezif ischen PCR-Primern ausgewertet. Der hochste LOD- 
Wert lag bei 13,4 in Verbindung mit D7Mit321. Andere hohe LODs 

35 lagen bei 10,9, 8,5 und 6,9 in Verbindung mit D7Mitl84, D7Mitl71 
bzw. D7Mit39. Die schliissigste Reihenfolge dieses Locus ist: pro- 
ximal - D7Mit321 - 7cR - CapnS - 42cR - D7Mitl49 - distal. Der 
D7Mit321-Marker wurde bei 48,5 cM auf Chromosom 7 lokalisiert. 
Somit sind CapnS und Capnl2 syntenisch, liegen aber in deutlichem 

40 Abstand voneinander auf Chromosom 7. Da die Gene Actn4 und 

Capnl2, wie nachfolgend beschrieben, uberlappen, muB Actn4 eben- 
falls auf dem Maus-Chromosom 7 liegen. Da das humane Actn4-Gen 
auf dem Chromosom 19ql3 lokalisiert wurde (Kaplan et al., 2000), 
liegt das humane Capnl2-0rtholog sehr wahrscheinlich ebenfalls in 

45 dieser Region. 
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Beispie||p. 

Bxpr e s s ions analy s e 



Sen»e-RBA, die an den Monsen=e-Strang von <=^I«'"^^^f^^f^™ 

rrn"iSp::^rTedrrs^^^^^^^^ 

=4.or. die fttr das Maus-Ortholog von a-Actinin-4 (Actn*) 
plr^T^t^ vL'chiedener «au.,ewebe-E»^ b-t»tl9te die Se^enz. 

20 identlsch. Das leWt. Eon ilberlappt n^t dan. f ^^^J^^. 

Zan IcL-L famlU^ra segn«ntale Hardnephretitis «ru«a=han 
kann (Kaplan et al., 2000). 
" Elne ««..Dot-Blot-*nalyae «nd i"-"-Wbridlsla.un^ -t-^Ve- 

maittr a:cprlmlart wlrd (Fig. 4). Im Gagansatz ^z^ «^ 

^gUch, in elna,: von Ubar 30 --^t^"^::::! <^«..e Bit- 
■*o PoivfA+^-RNA-Isolierungen aus adultem oaer eniuij 

tsp^zlfisohan oDNA-Proban aln Bybridislarungasxgnal zu er- 

lysa in diasan, Gawaba kaina slgnifUcantan ^^^^^-'J^L^v! 
35 elna ganauara RT-PCT-a„alysa in Varblndnng ainar 

bridisierung an Mausa»bryonen der Stadlen dB10,5 bi. dE18 5 und 
varscMadenan adaXtan Gavaben zalgtan, dass Capnl2 ausschllafiUch 
Tder Bant e:cpri.niart vlrd. Hiar vird CapnU im Cortax das Haar- 
follikels exprimiert (Fig. 5). 

*° Haara untarllagan alnen ZyWus, der bei der Haus ungafiShr 25 Tage 
dau t %asa,'l9«,. Dar .yUns ist grob in drel P^asan un«r- 
teiXt. Die Anagan- (Prolifarations-) , die Katagan- (M<"*^1- 
d^gsl) ind dl! Talogen-Phasa (Huhaphase). Die Rttokanhaut der 

45 tritai Maus anth.lt HaartoUlkal allar Phasan de. BaarzyUus. ». 
ganauer .u amdtteln, In walohen Phaaen da. Syklua 
Capnl2-n*tlA exprindart wlrd, vmrdan von «tos«> zu varsohiedenen 
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Zeitpun|HBi nach der Geburt Proben aus d^PRUckenhaut ehtnonimen 

und die^^extrahlerten RNAs durch Northern-Blot-Hybridisierung un- 
tersucht. Der erste Haarzyklus der Maus verlauft synchron (Chase, 
1965) und somit konnen relativ reine Haarf ollikeln-Populationen 
5 einer spezifischen Zyklus-Phase untersucht werden. Eine 

Capnl2-inRNA von ungefahr 3,5 kb kann in der Anagenphase (ungefahr 
P1-P16), aber nicht in der Telogenphase (P19-P25) (Pig. 4B) nach- 
gewiesen werden. Die mRNA erreicht ihr hochstes Expressionslevel 
ungefahr am Tag P12, in der Mitte der Anagenphase. Eine RT-PCR- 
10 Analyse derselben Hautproben bestatigte dieses Ergebnis (Fig. 
4C). Somit zeigt Capnl2 ein hochspezif isches mRNA-Expressionsmu- 
ster. 

Die Genf amilie der groiien Calpain-Untereinheit kann aufgrund ver- 
15 schiedener Kriterien unterteilt werden, wie oben erwahnt z.B. 

aufgrund der Proteinstruktur. Ein weiteres Klassif izierungskrite- 
rium ist die ubiquitare gegeniiber der gewebespezif ischen Expres- 
sion. Capnl, Capri2, Capn7 und CapnlO scheinen ubiquitar expri- 
miert zu werden, wahrend die anderen Calpaine durch unterschied- 
20 lich stark ausgepragte gewebsspezif ische Expression charakteri- 
siert sind. Beispielsweise wird Capn9 vorwiegend im Darm und Ma- 
gen exprimiert, ist aber auch in anderen Geweben nachweisbar (Li 
et al., 1998). Dagegen wird Capnll offenbar ausschlieBlich in be- 
stiinmten Zellen der Testis exprimiert wird (Dear und Boehm, 
25 1999). Daruber hinaus werden manche Calpain-Gene entwicklungsspe- 
zifisch exprimiert. CapnS wird beispielsweise im embryonalen Thy- 
mus in den T-Zell-Vorlauf ern exprimiert, wahrend nach der Geburt 
die Expression im Thymus herunterreguliert wird (Dear und Boehm, 
1999). 
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Patentanspriiche 

5 1. Calpain-Protease 12 (Capnl2), dadurch gekennzeichnet, dafi sie 
eine Aminosauresequenz, umfassend die Aminosauren 1 - 342 der 
SEQ ID MO: 1 aufveist, sowie deren funktlonale Aquivalente. 

2. Capnl2 gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie 

10 eine Aminosauresequenz, ausgew^lt unter SEQ ID MO: 1, SEQ ID 
NO: 2, SEQ ID NO: 3 Oder SEQ ID MO: 4 aufweist, sowie deren 
funktionale iiquivalente • 

3. Capnl2 gemafl einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekenn- 
15 zeichnety dass sie Cystein-Protease-Aktivitat aufweist. 

4. Calpain-Protein, dadurch gekennzeichnet, dass es venigstens 
eine Capnl2 gemafi einem der vorhergehenden Anspriiche auf- 
veist. 

20 

5. Polynukleotid, das fiir eine Capnl2 gemafi einem der Anspruche 
1 bis 3 kodiert, sowie deren funktionale Hquivalente und da- 
mit hybridisierbare oder dazu komplementare Polynukleotide • 

25 6. Polynukleotid gemaJJ Anspruch 5 mit einer Nukleinsauresequenz, 
ausgewahlt unter SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 
Oder SEQ ID NO: 8. 

7. Expressionskassette, umfassend wenigstens eine regulatorische 
30 Nukleinsauresequenz operativ verkniipft mit einem Polynukleo- 
tid gemafi einem der Anspruche 5 und 6. 

8. Rekombinanter Vektor, der ein Polynukleotid gemafi einem der 
Anspriiche 5 oder 6 oder eine Expressionskassette gemafi An- 

35 spruoh 7 tragt. 

9. Mikroor ganismus , enthaltend wenigstens einen rekombinanten 
Vektor gemafi Anspruch 8» 

40 10 • Verfahren zur Herstellung einer Capnl2 gemSfi einem der An- 
spriiche 1 bis 3, wobei man einen Mikroorganismus, welcher die 
Capnl2 produziert, kultiviert und die Capnl2 aus der Kultur 
isoliert. 



45 



29 

11. Vei^«ung einer Capnl2 gemaB einemjjmc Anspriiche 1 bis 3 

ode^^ines Calpain-Proteins gemaJJ Ail|Puch 4 als Cystein-Pro- 



tease. 



5 12. Pharmazeutisches Mittel, enthaltend eine Capnl2 gexi^ einem 
der Anspruche 1 bis 3, ein Calpain-Protein gemaB Anspruch 4 
Oder einen rekombinanten Vektor geznafi Anspruch 8. 

13. Verwendung einer Capnl2 gemafl einem der Anspruche 1 bis 3, 
10 eines Calpain-Proteins gemafl Anspruch 4 oder eines rekombi- 
nanten Vektors gemafl Anspruch 8 zur Herstellung eines Medika- 
ments zur Behandlung von Krankheiten oder KrankheitszustSn- 
den^ die im Zusammenhang mit einer unzureichenden Expression 
der Capnl2 stehen. 

15 

14. Verwendung einer Capnl2 gemafl einem der Ansprfiche 1 bis 3 
Oder eines Calpain-Proteins gemSB Anspruch 4 zum Screening 
auf Calpain-Protease-Effektoren. 

20 15. Immunglobulin mit Spezifitat fur eine Capnl2 gemafl einem der 
Anspriiche 1 bis 3. 

16. Verwendung von Immunglobulinen gemafl Anspruch 15 oder 
Capnl2-«bindender Molekule zur Diagnose von Krankheiten oder 

25 Krankheitszustanden, die im Zusammenhang mit einer Capnl2-Ex- 

pression stehen. 

17. Verwendung von Polynukleotiden gemafl einem der Anspruche 5 
Oder 6 zur Diagnose von Krankheiten oder Krankheitszustanden, 

30 die im Zusammenhang mit einer Capnl2-Expression stehen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Ak?xengesellschaft 

<120> Capnl2 

<130> M/41195 

<i40> 
<141> 

<160> 22 

<170> Patent In Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 720 
<212> PRT 
<213> Mouse 

<400> 1 

Met Ala Ser Gly Asn Arg Lys Val Thr He Gin Leu Val Asp Asp Gly 
1 5 10 15 

Ala Gly Thr Gly Ala Gly Gly Pro Gin Leu Phe Lys Gly Gin Asn Tyr 
20 25 30 

Glu Ala He Arg Arg Ala Cys Leu Asp Ser Gly He Leu Phe Arg Asp 
35 40 45 

Pro Cys Phe Pro Ala Gly Pro Asp Ala Leu Gly Tyr Asp Lys Leu Gly 
50 55 60 

Pro Asp Ser Glu Lys Ala Lys Gly Val Glu Trp Lys Arg Pro His Glu 
65 70 75 80 

Phe Cys Ala Glu Pro Gin Phe He Cys Glu Asp Met Ser Arg Thr Asp 
85 90 95 

Val Cys Gin Gly Ser Leu Gly Asn Cys Trp Leu Leu Ala Ala Ala Ala 
100 105 110 

Ser Leu Thr Leu Tyr Pro Arg Leu Leu, Tyr Arg Val Val Pro Pro Gly 
115 120 125 



Gin Gly Phe Gin Asp Gly Tyr Ala Gly Val Phe His Phe Gin Leu Trp 
130 135 140 



rci/jLnji/u/4»/ 



145 M 150 



155 160 



Gin Phe Gly Ar^Trp Val Asp Val Val Val Asp Asp Lys Leu Pro Val 

Arg Glu Gly Lys Leu Met Phe Val Arg Ser Glu Gin ^^Asn Glu Phe 
165 170 175 

Trp Ala Pro Leu Leu Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Leu His Gly Ser Tyr 
iSO 185 190 

Glu val Met Arg Gly Gly His Met Asn Glu Ala Phe Val Asp Phe Thr 
195 200 205 

Gly Gly Val Gly Glu Val Leu Tyr Leu Arg Gin Asn Thr Pro Gly Val 
210 215 220 

Phe Ala Ala Leu Arg His Ala Leu Ala Lys Glu Ser Leu Val Gly Ala 
"5 230 235 240 

Thr Ala Leu Ser Asp Arg Gly Glu He Arg Thr Asp Glu Gly Leu Val 
245 250 255 

Lys Gly His Ala Tyr Ser Val Thr Gly Thr His Lys Met Ser Leu Gly 
260 265 270 

Phe Thr Lys Val Arg Leu Leu Arg Leu Arg Asn Pro Trp Gly Arg Val 
275 280 285 

Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Asp Ser Cys Pro Arg Trp Asp Met Leu 
290 295 300 

Pro Ser Glu Trp Arg Asp Ala Leu Leu Val Lys Lys Glu Asp Gly Glu 

310 315 

Phe Trp Met Glu Leu Gin Asp Phe Leu Thr His Phe Asn Thr Val Gin 
325 330 335 

He Cys Ser Leu Ser Pro Glu Val Leu Gly Pro Ser Pro Ala Gly Gly 

345 350 

Sly Trp His He His He Phe Gin Gly Arg Trp Val Arg Gly Phe Asn 
355 360 365 

Ser Gly Gly Ser Gin Pro Ser Ala Glu Asn Phe Trp Thr Asn Pro Gin 
370 375 380 

Phe Arg Leu Thr Leu Leu Glu Pro Asp Glu Glu Glu Asp Asp Asp Asp 

390 
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Glu Glu Gly PXP Trp Gly Gly Trp Gly Ala Ala Gly^fc Arg Gly Pro 

|405 410 415 



Ala Arg Gly Gly Arg Val Pro Lys Cys Thr Val Leu Leu Ser Leu lie 
420 425 430 

Gin Arg Asn Arg Arg Cys Leu Arg Ala Lys Gly Leu Thr Tyr Leu Thr 
435 440 445 

Val Gly Phe His Val Phe Gin lie Pro Glu Glu Leu Leu Asp Leu Trp 
450 455 460 

Asp Ser Pro Arg Ser Arg Ala Leu Leu Pro Gly Leu Leu Arg Ala Asp 
465 470 475 480 

Arg Ser Val Phe Cys Ala Arg Arg Asp Val Ser Arg Arg Cys Arg Leu 
485 490 495 

Pro Pro Gly His Tyr Leu Val Val Pro Ser Ala Ser Arg Val Gly Asp 
500 505 510 

Glu Ala Asp Phe Thr Leu Arg lie Phe Ser Glu Arg Ser His Thr Ala 
515 . 520 525 

Val Glu lie Asp Asp Val lie Ser Ala Asp Leu Asp Ala Leu Gin Ala 
530 535 540 

Pro Tyr Lys Pro Leu Glu Leu Glu Leu Ala Gin Leu Phe Leu Glu Leu 
545 550 555 560 

Ala Gly Glu Glu Glu Glu Leu Asn Ala Leu Gin Leu Gin Thr Leu lie 
565 570 575 

Ser lie Ala Leu Glu Pro Ala Arg Ala Asn Thr Arg Thr Pro Gly Glu 
580 585 590 

lie Gly Leu Arg Thr Cys Glu Gin Leu Val Gin Cys Phe Gly Arg Gly 
595 600 605 

Gin Arg Leu Ser Leu His His Phe Gin Glu Leu Trp Gly His Leu Met 
610 615 620 

Ser Trp Gin Alia Thr Phe Asp Lys Phe Asp Glu Asp Ala Ser Gly Thr 
625 630 635 640 



Met Asn Ser Cys Glu Leu Arg Leu Ala Leu Thr Ala Ala Gly Phe His 
645 650 655 



THIS PAGE BUNK flwiD, 
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130 ^^ji^ 135 140^^ 

Gin Phe Gly Arg Trp Val Asp Val Val Val Asp Asp Lys Leu Pro Val 
145 150 155 160 

Arg Glu Gly Lys Leu Met Phe Val Arg Ser Glu Gin Arg Asn Glu Phe 
165 170 175 

Trp Ala Pro Leu Leu Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Leu His Gly Ser Tyr 
180 185 190 

Glu Val Met Arg Gly Gly His Met Asn Glu Ala Phe Val Asp Phe Thr 
195 200 205 

Gly Gly Val Gly Glu Val Leu Tyr Leu Arg Gin Asn Thr Pro Gly Val 
210 215 220 

Phe Ala Ala Leu Arg His Ala Leu Ala Lys Glu Ser Leu Val Gly Ala 
225 230 235 240 

Thr Ala Leu Ser Asp Arg Gly Glu lie Arg Thr Asp Glu Gly Leu Val 
245 250 255 

Lys Gly His Ala Tyr Ser Val Thr Gly Thr His Lys Met Ser Leu Gly 
260 265 270 

Phe Thr Lys Val Arg Leu Leu Arg Leu Arg Asn Pro Trp Gly Arg Val 
275 280 285 

Glu Trp Ser Gly Pro Trp Ser Asp Ser Cys Pro Arg Trp Asp Met Leu 
290 295 300 

Pro Ser Glu Trp Arg Asp Ala Leu Leu Val Lys Lys Glu Asp Gly Glu 
305 310 315 320 

Phe Trp Met Glu Leu Gin Asp Phe Leu Thr His Phe Asn Thr Val Gin 
325 330 335 

lie Cys Ser Leu Ser Pro Glu Val Leu Gly Pro Ser Pro Ala Gly Gly 
340 345 350 

Gly Trp His lie His He Phe Gin Gly Arg Trp Val Arg Gly Phe Asn 
355 360 365 

Ser Gly Gly Ser Gin Pro Ser Ala Glu Asn Phe Trp Thr Asn Pro Gin 
370 375 380 



Phe Arg Leu Thr Leu Leu Glu Pro Asp Glu Glu Glu Asp Asp Asp Asp 
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ttccctcaag 
catcctttat 



rgatta 



ttaac 




atcgccttca caggctccca gagcctcaaa ggttgaggga gagttgagaa ttctggtgca 3780 
gctcttccat ggcttccaga ctgcacagtt tcatggaccc tagagatgag aggcctagca 3840 



tatcacagta gtactaagtg tactgaggca ggaggattgc aagtttgagg gcagactgag 3960 
atgcatagca ataccatgtc taaacaaaac acaaacaccc aattagctga gcacttatag 4020 
aacaactttg tctctagtac tctgagagca gaggcaggtg gatctctggg actctgagac 4080 
aaatgtggtc tacagagtga gttcttggtc agtcaeiagct tggtctcaaa gacaagaggg 4140 
agggctgggg gctggggtgg ggaatctgta gagatggctc agtgttaaga gcactgigttg 4200 
ctcttccaga agacctgact tttattccca gtcacgacta tgtgtaactt cagtaccagg 4260 
gatctgaggc ttccatggac actgcacaca tgacatgtgg tgcacagaca tacatgcagg 4320 
caaaacacat acatatagaa attacataca catacacaca attggggaat aggtcctgga 4380 
gacccttatt ctgatagagc tcctgcccaa gatgttctgt accttagacc tacttctacc 4440 
tgctccaaca ggctccatgg ctcctacgag gtaatgcgag gaggtcacat gaacgaggct 4500 
tttgtggact ttacaggagg cgtgggtgag gttctctact tgagacaaaa cactccaggt 4560 
gtctttgctg cccttcgcca cgcattggcc aaggagtccc ttgtgggtgc tactgccctg 4620 
gtgagagctg ggctcccatg tggacctcca ctagaccaac ttagtcaagg atgaggtggg 4680 
aggggagcct tagcatccag tgtctttctt accttctgcg gttgactccc cctctccccc 4740 
cagatcctca atgatagatt ctaggccaga gttctacata taagctacat ccctcccccc 4800 
acctccattt ttacttttca tttcgaggca aagtctaagt tacctacacg ggccttgaac 4860 
atgtcacgca tcagccttct gtgttgctcg aatcccaggc ctgtagtgca gagtccgggt 4920 
ttcccccatc tcctatctgt cactccaatt gctctcccca gctctctctc tgagtccctt 4980 
ggcattttat gctgctttga gagctccggg attggaagca tgaggatggg ttggggggct 5040 
ggggagagat gcttctacct cccacccgag gctcacaatc ttcgcctcct ccagagtgat 5100 
cggggtgaga tccgcacaga tgaagggctg gtgaagggac atgcttattc tgtcacaggc 5160 
acgcacaagg tgagacgctc cataggtgga ctgggctaac cctaccctct gtaacgatgc 5220 
ccctcacacc accctcactg atgactttgt cttcagatgt ctctgggctt caccaaggtg 5280 
cggctgctgc ggctgaggaa cccctggggc cgcgtggagt ggtccgggcc ctggagtgac 5340 
aggtaggatg ggcttggggt gggtgggggc gtggtcaggg gcgtggctcc acatgtcttc 5400 
ctctcacatt ggtctcctca gctgcccacg ctgggacatg ctcccttctg agtggcgaga 5460 
tgccctgctt gtgaaaaagg aggatggcga gttctggtga gttcttaggg acccactcta 5520 
ccggtgggag gtccgctggg acaggagcct tagaacgcag ggccagaaag gacacagaga 5580 
aactcatggg atggatgggt catgttgcag agcaatggtc cctatcagct gtgatgtggg 5640 
aatctaaatc tatttttttg caaagttaga gcagaagcag taagatcagg actataaagg 5700 
gcattgtttt cagagggaga acactgaaat taggttagct taaaactcac tatatagacc 5760 
aggctagtcc ttgtctcatg gccatatttt gacctcagct ttccaaaagg caaggatgga 5820 
attacaggca tgaggggatc taaaggaatg tagagtcagt gattttggga gatttaattg 5880 
gaatagaacc atatttaggg ggaatctggg gaggctttaa ctatatataa tttaaaactt 5940 
ttctatttct ccattggtgg tgagaggatc agtcctctcc ttccactgtg agatgctaag 6000 
gtcaaactct cagcttgtca ggcttggaca gcagtggctt ttattggctc tgccattttc 6060 
ccagacctat ttgcgggttt tctaatgcta atttgaatat gttgagaggc gtttgtgact 6120 
ccttcccgag ataaggtatt tgtgaggact tggagacatt gccaaggcct gaaggcttcg 6180 
gggtttctgg agattggaag ttattctgca gtctttaggg aactgggggc acttctgggg 6240 
cccctcaagc cgggctctgg agtggctggg tacttttcac ggctggtgct ttccaggatg 6300 
gagcttcaag actttctcac gcacttcaac acagtgcaga tttgttcact gagtcctgag 6360 
gtgttgggcc ccagccctgc tggcggcggc tggcatatcc acatcttcca gggccgctgg 6420 
gtgcgaggct tcaactccgg tgggagtcag cccagcgctg gtgaggcctt ggggacccct 6480 



tgtgtcagat 



gagtctccca 



cctcatctct gaatagttca gggattgagc ctactcctat 3900 



16' 



gagaagcaaa cttgggtgag gcttgtggca ggatgggaac tccacctcct tcttttctgt 6540 
cagaaaactt cUccaac ccccagttcc ggctgacact gct|J«:ct gatgaggaag 6600 
aggatgacga JKaagag ggaccctggg gaggctgggg agc^ggg gcccggggcc 6660 
cggcgagagg aggccgagtc cccaagtgca cggtcctgtt gtcactcatc cagcgcaacc 6720 
g^cggtgtct gagggccaag ggcctcactt acctcactgt gggcttccac gtgttccagg 6780 
tgag^ccaag gtcaagttga gggtctggag gggcagaggg tcacaagggc accgttatgg 
gcagaagtgt actgtgggtt caaagaggag tgccactgca gatatcattg gagaaaggga 6900 
ttcaggaaca ggaagagaaa aacgttgagg gtccgagagc aggaggggac caaagggcca 69 0 
gagaagggat gtgggcacag gtggaaagga aagggttggg ggaggggtca sagaggacct 7020 
aggtcaaaga tgaggaaata ttaagggttc agaaagaagg aggggtgtga gaggtgtgga 080 
aggggaggaa ggaaatctgc gagctctcca accttcattc ccttggtgtt ttcttcctgc 7140 
agatLcgga ggaggtgggt atcagatgcg gctccagaat taccctaggg c tga ggac 0 
cagggcagga agcctgggaa cacgggaggg cctggccaga cagtctgggt ^tgtg ggga 7260 
aatggcgcgg tggaggctat cagagggttg ggtggggagc tcgggtgggt ggtgg ca g 20 
cccccctgcc cgcagctgct ggacctctgg gactccccgc gcagccgcgc ^ctcttgccg 7380 
ggactgctgc gcgccgaccg ctcggttttc tgcgcccgcc gcgacgtgag ccgtcgctgt 7440 
cgcctgccgc ctggccacta cctggtggba cccagc^cct cgcgcgtagg ogatgaagcc 7500 
gacttcactc tgcgcatctt ctcggagcgc agccacaccg cagtgtgagc cagtgtaccc 7560 
Lcataagcc ttaccagggg catcccgacc ccggcccagg aacctcaatc tagaat^ta 7620 
ggccccgccc ctggcaccaa gccccgccca ggaatcacaa atccctgtcc ctgcatcttc 7680 
Igccctgccc tacccaggga ttcccttctc cccaaaaccc acactgcctt tgactatatc 7740 
cLttcLt gctgagacct ccgcccgaac gcctcccctt tttctgtaac ttgcagg^g 7 00 
atcgatgacg tgatcagcgc agacctggac gccctccagg tgaggactgt tgtaggtggg 7860 
gacaagactc tagagggcgg gcagggcttt gggaaggaac tgaactcctc ctccccacag 7920 
gccccctaca agcccctgga gctggagttg gcacagctat ttttggagct ^^ctggagag 7980 
gtaagagtcg gggactgggg atgcccagcc aaatgacaac gagctcccct ctctccttag 8040 
Itgtcttata aaacaaaaca aaccctaaac caaatcaaac actgtagatc aggatatcca 10 
ggaacagcta tgtattctgt agcccagact ggcctccttc gggttaccca t^ctggggtt 8160 
!Lcctgagt cactttgctg gggtttgggg tatcttttct ttattctggg aatgctcaaa 8220 
ttgtctLg gcctttgctg ggtctgcacc tccttcctct gaaggttccc atcccctgcc 8280 
agactcaaaa catctttccc aagtgccttc ctctgtcact tgcccacggt gggcccccac 8340 
agtgtgtctc ccaccactgt cctgaccact ctgaggacag gcctgcctcc tctagctgga 8400 
ccctaggaag gcagccacag ccatgccgtc agtcctatgg agcacagggc ctggcccaga 8 0 
gtggattgtt ggctggatgt tttgaagtgg gttctttcct gattaggagg aggaactcaa 8520 
cg!tcttcag ctgcagacct taataagcat tgctctggaa cctggtgagt ttggctggag 8580 
gttgaggtgg gggtccttgc aactgaagca ccatagctat acaggctcta tgtgtgat^^^ 40 
agctagggcg ccaggcacag gaacaggact tcctacaagg ttatgtgagg ^-^^a^" 
ctcgcagcca cgccccactt cctctaagag gtgggggcag aaatgtagaa ccccagcttg 8760 
gttggttctt caggcatgaa ctctcagcac ctgcttctat gatatgccca ctgcagggag 8820 
ttagtctgca gtgctcttgc agtgttggcc tacatgcaag gggtgctgga ^ttttttgca 8880 
gcgagggcca acaccaggac ccctggagag attgggctta ggacctgcga acagcttgtg 8940 
cagtgttttg gggtacgtgg ggtagtatat ggagaggagg gacagggatg ctgggctttt 90OO 
ccttgccttt taggggacat tgattgtaac caggtgtcct cacttgcagc gtgggcaaag 9 6« 
actgtcccta caccacttcc aggagctctg gggccatctc atgtcatggc aggtaggtga 9120 
gggttgagag cagctgcctc cttctagaca ctgatattgt gtggatggac aaagggggca 9180 
!Igccaacga ggatataaag tccctgtcac cccatagtgg ccctctgagg gcaccaaatg 9240 
tagtgatcta gagctgcctc tggttcctgt tggaattcca ggtcccagct cagcttcttc 9300 
cttgccaggt gaccaaccac aggcctgtca cctccccttc gaggagcctc tgcttagcta 9360 
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IT 



ctaatgggta 




tcaag 



gggaggagct 



caagggtccc 



aga< 




tc atagtgataa 9420 



ctccctgcta <^§P:'tcttc cctaaccttc gtgggtagat ggatcPgaac ttgtccccaa 9480 
cagcctggga gcttgtctcc ttctcacagg tgtagagtgg tgcccaccca gaagccacca 9540 
gagctgaggc cgtctcttag ctact tcaag gtgcaagagc atcactctgg ggctggactt 9600 
gtgatactga ctcccacctg cctctccacc ttccaggcca catttgacaa gtttgatgaa 9660 
gatgcctctg ggacaatgaa ctcctgtgaa ctgaggctgg cactgactgc tgcaggtgtg 9720 
gctgaggacc tgggatgctg tagggacagc aacccatcct caaattcttg tctgcatccc 9780 
tcagctgtgg ccatccctaa taggctgtcc acaagtgcca gagcccattt ccttccctgg 9840 
aggctctgac tgcttatctg tggcatggct aatgtgtagt atggcaagga gcccacaaga 9900 
tgccacagaa caccccagat accctaaagc accttatgag gctacggagt tatacaacag 9960 
aggatgaaaa tcccatccta agccatggag aaatgtatgt tagggtggga ttatcgtgat 10020 
ttcagaagac cgtcagctcc atgcctccat gggttcatct gtgaccacta agtaggagcc 10080 
ggggcaggca ggcagggggc ggcacgtagg ctagtgagaa atgagagact acaagtatga 10140 
gacctagaat agtggccaag aacatggaag acaagatccc aaggcagagt ccaaggtggg 10200 
ggccagggtg ctgaactaaa gcagtggaca caggacagag gggaggtcgg gaacttactc 10260 
gatcatccat ccattcatcc cagagtgcct ggttgttttg gataggagtc tgataataat 10320 
gtttgcctgg gaatcttcag caattctaag aggttgacag agggctcctg ggtcaggaac 10380 
tactgccatc tagccaggtt tcccttcagc cctgggccag catagaccaa tactcagggt 10440 
acatggacat cagagggaca ccgacctgcc tcaggccacc tagctctggg catggtgtgc 10500 
ctggtgttcg tgggggtggg aggggcagca tctgttgaat gagcacacaa aggtacaata 10560 
caaacttgta cagttatctt tgagactgta tggggctcat ggaagctggg agggacaagt 10620 
ccttgggcct tagggcttct agaaatccat tgcattgtga ttctacagca gatgtgacag 10680 
agccaatgtc tagactttag gtgcggcctc agaggaagag tcacacagtg gtacccagtc 10740 ^ 
ggggagatag tccgtcaacc tctgaaggcg caatcacaaa gctgcacctg ttggcacctt 10800 
gagaagcagc ctaagcaact taagtgtcac actaacttcc cagagggctg gggttgtagc 10860 
tcaacggaga gagcatttgc ttggcctatg caagggcccc ggggttccac ccccaacact 10920 
ccaaaacagc cacaaaaggc ccacatcagt tggagagtgc tcctcaagcg tgctggaggc 10980 
cctgagttct agatcgagta ccacataaac cacaggctga actcttggca cccgaggagg 11040 
ggcaggggcc tcaggagctg gtgacagtcc ttggctatgt aggagttaga ggacagcttc 11100 
tttcaaacag cacacaggaa tgctgcgtag gtaaggaact tttacttgca actccagtgt 11160 
gagggccaga gttcagatcc ccagcaccca cgtgaagggc aagtgatctc ggtgagcctc 11220 
ggcctcagta gagaaaggac tgaggaagac gctccccatg tacgtgtgcc cacccccaac 11280 
actaaaataa gcagcaccac acgtggatac tgtaaacaca ataaacaagg cggcctcctc 11340 
gtaggcttcc acctcaacaa ccagctgacc cagtccctca ctagccgcta ccgggacagc 11400 
cggctccgtg tggacttcga gcgcttcgtg ggctgtgcag cccggctcac ctgcatcttc 11460 
cgtgagtact cctggcaggc agggtagggt gtggtggggt gtgcatcagg gctggtgctg 11520 
cgtactcacc ctggcctctc ccacacaggc cactgctgcc aacacctgga tggcggcgag 11580 
ggggtcgtct gcctgaccca caaacaggtg agctggcccg agggacagtg tggctctagc 11640 
accatcccag ggcctctgcc tcaagggtat ctttcttttc tcttcagtgg tcggaggtgg 11700 
ctaccttctc ataggtttga agctgaggga ggtcaccctg ctgcccgact cactgtcaca 11760 
aaggtggtgg ctatgtaacc ctggccggcc tcacaagtgc tgggattacg agctggagcc 11820 
atcccaaaca gaactgccac ccttcctttt gaagcctctt catgtcagtc cctgcttaga 11880 
gaggggcaca acccccacac aggcactggg ctggtgggca ctgccagctc cttggggcat 11940 
gaacagagat gcagggagaa gatgacacca gagtccttct taaaaatatt acatgtttta 12000 
ttctcccatc cccagagggt ggtttatcca gaaaccaaga aaataaaaat caatcagaat 12060 
aaactcaagg gggcgagtgg agagaaaccc attaacgacc aggcaggcag gccagcagcc 12120 
tgcctccacc tcagaaggtc cccagagacc tctgcccacc gccacgaggg gaaaatcagg 12180 
agggactggg gagggcattg aatcagctat gtcttcatta tgagagtgag agaggtggca 12240 
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gagatatgca gc^||tgga tatatattta tataataaat ccgtaagtta ataaagtaaa 12300 
tagtaattct ctj^ggtc ttaagttttt aaagttttct ttttt^j^t aagttttttt 12360 
tttccttttt ttttttttaa atgatttttt tgtttgtttc tgttcStc tttgtgtttt 12420 
gttggttttg gtccttagaa aatctgagac tcagaggcca ggtgggctgg ggctgattgc 12480 
cccgcagcca ctcctgaggc agagaagggc tatggcaggt cctctgctcc tgggaggagc 12540 
cactggaatc tggtccaggg gagctgggtg ccctctgctg gacttcttag ggcaggcggt 12600 
tcctggacaa ggcacatggg gctttggcct agatgtgaga ggctttgaag gggcctcagg 12660 
ggcagagggg acctgggata ggaaggtatc tctggggcac aggagtccgt tgtcccctcc 12720 
aatcggctaa gaacccacag cacagcgtat atatttagca gaccagaaat gctgattgcc 12780 
aagcctccct cccctacaag actgagaaag agaggcctgc ctagcccctc cctgcctgac 12840 
cccctagaag gaccacaaag agctctttgc atagatacag agtcagggtg ggggcagggc 12900 
tcctcagccc ctccgggagg ccaagggagt ctctgttcag ggtggccaag ggcctcacag 12960 
gtcgctctcc ccatagaggg ctgtggagaa ggacttgtag tcaagggcgc caggagcagc 13020 
atcaggcccc tggtagggtg ccatgcgggc gatgcagtac tcggcctggt cggggggcag 13080 
ctctctccgc agttcctcaa cagtgatgaa gttcta 13116 

<210> 9 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Capnl2 -Primer 

<400> 9 

gaatggcgag tggcaacagg aag 23 

<210> 10 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kilnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: 
Capnl2 -Primer 

<400> 10 

tggggctcag cacaaaactc at 22 

<210> 11 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Besch: 




ig der kOnstlichen Sequenz: 



Capnl2 -Primer 
<400> 11 

ttcaagactt tctcacg 



<210> 12 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktostlichen Sequenz: 
Capnl2 -Primer 

<400> 12 

tcgccccctt gagtttattc tga 23 



<210> 13 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Hprt-Primer 



<210> 14 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kdnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreib\ing der ktinstlichen Sequenz: Hprt-Primer 
<400> 14- 

ggctttgtat ttggcttttc c 21 



<210> 15 
<211> 21 
<212> DNA 



<400> 13 



atgccgaccc gcagtcccag eg 



22 



?77? 



20 



<213> KOnstlid^ Sequenz 

9 9 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Capnl2 -Primer 

<400> 15 

gggagggcca ggacaaggac t 



<210> 16 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: 
Capnl2-Primer 

<400> 16 

24 

agggaaggct ggaacaatgg agaa 



<210> 17 . 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Capnl2 -Primer 

<400> 17 

23 

gaatggcgag tggcaacagg aag 



<210> 18 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Capnl2-Primer 

<400> 18 

ctggggctca gcacaaaact cat 
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<2io> (di^ 

<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibiing der ktinstllchen Sequenz: CapnS-Primer 
<400> 19 

cggtgacact ggactgggcc ttgc 24 



<210> 20 
<211> 23 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: CapnS -Primer 
<400> 20 ' 

aagccgcctg cagagcactg tgg 23 



<210> 21 . 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: CapnS-Primer 
<400> 21 

cgggagtgga acgggcccct g 21 



<210> 22 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Ktostliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibting der kiinstlichen Sequenz: CapnS-Primer 



<400> 22 

ctcactttct gccattcctc 
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GH, GM, HR, ITU, ID, IL, IN, IS, Jl> KE, KG, KP, KR, KZ, 
LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, 
MW, MX, MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, 
SK, SL. TJ, TM, TR, TT, TZ. UA, UG. US, UZ, VN, YU, 
ZA, ZW, 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FT, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC. NL, PT, SE, TR), 
OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, 
MR, NE, SN, TD, TG). 

VerOfl^entlicht: 

— mit imernationalem Recherchenbericht 

(88) Verdfrentlichungsdatum des Internationa ten 

Recherchenberichts: 12. Dezember 2002 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 

Abkurzungen wird auf die Erkl^rungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 
der PCT'Gazetie verwiesen. 



(54) Title: CALPAIN PROTEASE 12 



(54) Bezeichnung: CALPAIN-PROTEASE 12 



^ (57) Abstract: The invention relates to calpain protease 12 (Capnl2), which is characterized in that it has an amino acid sequence 
^ comprising amino acids 1 - 342 of SEQ ID NO: I or an amino acid sequence selected amongst SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 
1^ SEQ ID NO: 3 or SEQ ID NO: 4. The im^ention also relates to the functional analogs of said calpain protease 12, to the nucleic 
1^ acids coding therefor, to recombinant vectors containing said coding sequences and to microoi^ganisms transfected therewith. The 
invention further relates to a method for recombinant production of Capnl2 and to different applications of Capnl2 and the nucleic 
O acids coding therefor. 

2 (57) Zusammenfassung: Calpain-Protease 12 (Capn 12), dadurch gekennzeichnet, daB die eine Aminosauresequenz, umfassend die 
Aminosauren 1 - 342 der SEQ ID NO: I oder eine Aminosauresequenz ausgew^hlt unter SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID 
a NO: 3 Oder SEQ ID NO: 4 aufweist; sowie deren funktionale Arialoge; dafur kodierende Nukleinsauren; rekombinante Vektoren, 
^ welche diese kodierenden Sequenzen enthalten; damit transfizierte Mikroorganismen; Verfahren zur rekombinanten Heretellung der 
^ Capn 12; und verschiedene Anwendungen der Capnl2 und dafiir kodierender NukleinsSuren. 
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A, . CLASSMCATlOlJjg^UBJECT MATTER 
IPC 7 C12N15/^^ C12N9 64 C12Q1/68 C07K16^, A61K38/43 

G01N33/68^ G01N. ./577 ^ 
According to Intemational Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B, FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searcJied (classification system followed by classiiicatioa symbols) 

IPC 7 C12N C12Q C07K A61K G01N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practicable, search terms used) 

EPO-Internal» BIOSIS, EMBL, WPI Data, PAJ, MEDLINE, SEQUENCE SEARCH 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DEAR T NEIL ET AL: "Gene structure. 

chromosomal localization, and expression 

pattern of Capnl2, a new member of the 

calpain large subunit gene family." 

GENOMICS, 

Bd. 68, Nr. 2. 

1 September 2000 (2000-09-01) , Pages 
152-160, XPQO2210215 
ISSN: 0888-7543 

Reference to EMBL/GenBank Data Libraries 
under Accession Nos. AJ289241, AJ289242, 
and AJ289243 ('identical with present 
application). 
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X Further documents are listed in the continuation of Box C. X See patent family annex 


* Special categones of cited documents: "T' later document published after the intemational filing date or priority 
"A" document defming the general state of the art which is not considered ^P^^ conflict with the application but cited to undeKStand 
to be of particular relevance ™ pnnciple or theory underlying the invention 

**E" earlier document but published on or after the intemational filing date **X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
*X" document which may throw doubts on priority daim(s) or wbidi is considered novel or cannot be considered to involve an invwitive 
cited to establish the publication date of another dtafion or other ^ *® document is taken alone 

fecial reason (as specified) «y», document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
"O document referring to an oral disclosure, use, eshibition or other considered to involve an inventive step when the document is 

nieans combined with one or more oflier such documents^ such combination 
"F* document published prior to the international filing date but later than ^"^^ *° * in the art 

the priority date claimed ' «&" document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 
20 August 2002 


Date of mailing of the international seardi report 
26.08.2002 


Name and mailing address of the ISA/ 

Europaisches Palentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 

ML - 2280 HV Rijswijk 

Tel. {+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 

Facsimile No, fax: (+31-70) 340-301 e 


Authorized officer 

Schmitz. T 

Telephone No. 
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Category* 



NTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Citaticm of document, with indication, v/here ai)proptiate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



DEAR N ET AL: "A NEW SUBFAMILY OF 
VERTEBRATE CALPAINS LACKING A 
CALMODULIN-LIKE DOMAIN: IMPLICATIONS FOR 
CALPAIM REGULATION AND EVOLUTION" 
GENOMICS, ACADEMIC PRESS, SAN DIEGO, US, 
Bd. 45. Nr. 1, 

1. Oktober 1997 (1997-10-01) , pages 
175-184, XPD02G61846 
ISSN: 0888-7543 

Reference to EMBL Y1Q139, Y10552, Y10665 
and Y21583 (see also SWALL 008529). 

DATABASE EMBL [Online] 
28. Juni 2000 (2000-06-28) 
ARAKAWA, T. ET AL.: "Mus musculus 6 days 
neonate skin cDNA, RIKEN full-length 
enriched library, clone:A030005O06, 3' end 
partial sequence." 
retrieved from EBI 
Database accession no. BB150524 
XP002210216 
abstract 

WO 01 83782 A (PLOWMAN GREGORY D ; PAYNE 
VILIA (US); SUGEN INC (US); WHYTE DAVID () 
8. November 2001 (2001-11-08) 
SEQ ID NO: 10+45 

DATABASE SWALL [Online] 
1. November 1997 (1997-11-01) 
DEAR N. ETAL.: "(Calcium-activated 
neutral proteinase) (CANP) (M-type) 
(M-calpain) (Millimolar-calpain) (80 kDa 
M-calpain subunit) (CALP80)." 
retrieved from EBI 
Database accession no. 008529 
XP002210217 
abstract 

SAIDO T C ET AL: "CALPAIN: NEW 
PERSPECTIVES IN MOLECULAR DIVERSITY AND 
PHYSIOLOGICAL-PATHOLOGICAL INVOLVEMENT" 
FASEB JOURNAL, FED. OF AMERICAN SOC. FOR 
EXPERIMENTAL BIOLOGY, BETHESDA. MD, US,. 
Bd. 8, Nr. 11, 1994» Seiten 814-820.822, 
XP002010555 
ISSN: 0892-6638 
the whole document 
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Categoiy" 



International application No. 
PCT/EP 01/07457 



CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the 



Relevant to claim No, 



DEAR T NEIL ET AL: "CAPNll: A calpain 
with high mRNA levels in testis and 
located on chromosome 6" 
GENOMICS, ACADEMIC PRESS, SAN DIEGO, US, 
Bd. 59, Nr. 2, 15. Juli 1999 (1999-07-15). 
Seiten 243-247, XP002159274 
ISSN: 0888-7543 
the whole document 



FQimPCT/ISA/210 (contiaiiatioii of second sheet) (My 1992) 



International application No. 
PCT/EP 01/07457 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Box I Observation s ^^|^ce rtain claims were found unsearchable (Continu^^fitem 1 of first sheet) 

This international searchreporthasnotbeenestablishedinrespectofcertainclaimsunderArtick 17(2)(a)forthefollowingreasons: 

1. [x] Claims Nos.: 

— because they relate to subject niatter not required to be searched by this Authority, n^ 

Although Claims 16 and 17 relate to a diagnostic method practiced on the 
hmnan or animal body, the search was carried out on the basis of the alleged 
effects of the compound or composition. 

2. [Xj ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

see siq)plemental sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 



3. rn ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not dmfted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box n Observations where unify of inyention is lacking (ContmuatiDn of item 2 of first sheet) 
This International Searching Authorily found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. rj As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchableclaims. 

2. As all searchable claims could be searched without effort justifying an additionalfee, this Authority didnot invitepayment 
of any additional fee. 

3 . nj As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for whidb. fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this intecoational search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos'.: 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's piotest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (My 1992) 



INTERNATIONAL siAR^i RipORT 



Continuation ^jj^ 
Claim: 16 (partially) 

the description (PCX Se 6uSX ^ u P""^"" ^« ^"PPorted by 
application (PCT ArtiX^5 fc^^t' 'T''^ <«^^'°^«d in fl,e 
proper supply, and ^iSi^nlTrZ^T? " '^"'^^ 
.mpossible to cany out a^o^" t^^S.^ft^'T' " ^^^^^ 
protecUon souglit. Tlie search %v»<, ,h Z <»venng the entire range of 

that appear to b'e s,^:^^!"^^^ t"*^ ^-^ ""^ ° ^'^ 

establislied need not be ArsulL^^rf -^P"" 
Rule 66.1(e)). In its capac tyt'SLtS3S'^'^.*^"^^«- ff" 
Authority the EPO generally wiir^^^^„!?'T^ ^^«^8 
subjects that have not been serhert T ■ P""^"^ examination for 
clainis were amended aSr reS^f f" "^'"'^ "^^^ the 
Article 19) or where the^S submL i ""^ '"^'^ ^P"" (PCT 
P«>cedure under PCX Cl^T " """^^ »f 



Irtwnational application No. 
PCT/EP 01/07457 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIRZIERUNG DES HPIgLDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/52 C12N9/64 C12Q1/68 
G01N33/68 G01N33/577 



nales Aktenzeichen 

T/EP 01/07457 



CO7K16/40 A61K38/43 



Nachdef Internationalen PatentklassiflkaHon (tPK) oder nach der nationalen Kiassitikation und der IPK 



B. RECHERCHtERTE GEBIETE 



RecheichferterMlndestprOfstoff (Klasslflkationssystem und Klasslf Dcationssymbole ) 

IPK 7 C12M C12Q C07K A61K G01N 



Recherchlerte aber nicht zum MlndestprDfstoff gehOrende Veruflenltichungen. sowett diese unterdie recherchierten Qebiete fallen 



Wahrend der imemaifonalen Recherche konsultlerte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegriffe} 

EPO-Internal, BIOSIS, EMBL, WPI Data, PAJ, MEDLINE, SEQUENCE SEARCH 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorle* Bezeichnung der VerOffentlichung. sowett erfordedich unter Angabe der in Belracht kommenden Telia 



Betr. AnspAJCh Nr. 



DEAR T NEIL ET AL: "Gene structure, 

chromosomal localization, and expression 

pattern of Capnl2, a new member of the 

calpain large subunit gene family." 

GENOMICS, 

Bd. 68, Nr. 2, 

1. September 2009 (2000-09-01), Seiten 
152-160. XP002210215 
ISSN: 0888-7543 

Reference to EMBL/GenBank Data Libraries 
under Accession Nos. AJ289241, AJ289242, 
and AJ289243 ('identical with present 
application). 
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Weitere Ver6ffant)ichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang PatentfamiKe 



* Besondere Kategorien von angegebenen VerBffentllchungen : 

"A* Vertiffentllchung. die den allgemeinen Stand derTechnikdeftniert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

aiteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verSffentllcht worden ist 

"L" Verdffentlichung. die geeignet ist, einen Prioritdtsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oderdurch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden 
soi) Oder die au$ einem anderen besonderen Gmnd angegeben ist ^vie 
ausgefuhrt) 

"O* VerOffentlichung. die sich auf eine mOndltehe Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oderandere MaBnahmen bezieht 
Verdffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum. atser nach 
dem beanspruc^ten Prioritatsdatum verflffentlicht worden ist 



T* Sp^tere Verdffentlichung. die nach dem Internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verftffentKcht worden Ist und mit der 
Anmeldung nidit kollidiert, sondern nurzum Verstandnis des der 
Erfindung zugmndeliegenden Prinzips oder der Ihrzugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X* Vereffentfichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann ailein au^mnd dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer TStigkeit beruhend betrachtet werden 

"V Verttffentilchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tdtigkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verfiffentllchungen dieser Kategorie in Verblndung gebracht wird und 
dIese Verbindung fOr einen Fachmann naheliegend ist 

"&* Veraffentiichung. die Mitglied dersePoen Patentfamiiie ist 



Datum des Abschlusses der Intemattonalen Recherche 



20. August 2002 



Name und Postanschrift der Intematbnalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patenilaan 2 

NL-2280HVRijswiik 

Tel. (+31-70) 340-2040,' Tx. 31 651 epo nl, 

Fax; (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



26. 08.2002 



Bevollm&chtigter Bediensteter 



Schmitz, T 



FonnbtatI PCT/ISA/210 (BiaU 2) (JuQ 1992) 



INTERNATIO ^ER RECHERCHENBERICHT 



I C.(Forisefau ng) ALSwei 
Kalegorfe' 



He2elchnun9def Vera(l9naichung.sovwrteitori.rii^ ♦ > . -3m~ 



DEAR N £T AL; "A NEW SURFAMti v rnr 
VERTEBRATE CALPAINS LACKIW? I ^'^ 

«0«ICS.^ACADEMIc" JM'gf^SO. US. 
ISSN: 0888-7543 

Reference to EMBL Y10139 yio'5r? vm^cc 
and y21583 (see also SWALL S,!^'^^^ 

DATABASE EMBL [Online] 
28. Jum 2000 (2000-06-28) 

retrieved from EBI 
Zusarrmenfassung 

S!?ni ?nc?^ J, (PLOWMa"n"grEGORY D -PAYNE 
« ^"S); SUGEN INC (US); WHYTE DAVID n 
8. November 2001 (2001-11:08) 
SEQ ID NO: 10+45 ^ 

DATABASE SWALL [Online] 

1. November 1997 fl997-]i-on 

(M-calpam) (Millimolar-caliain) f80 kD« 
M-ca pain subunit) (CALP80) " ^ ^ 
retrieved from EBI 

Xpl0'2ll0217"'"^°" ^'529 
Zusammenfassung 

SAIDO T C ET AL: "CALPATN- k\cm 

ISSN: 0892-6638 
das ganze Dokument 
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PCT/ISAffilo (Fonsettung von BhUZ) (Jut 1892) 



INTERNATIONAI^RRECHERCHENBERICHT I 

Bf/EP 01/07457 1 


C.(Fortset 


zung) ALSWESEnpiNANGESEHENEUNTERLAGEN 




Beze'ichnung der VerOffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Betr. An&pruch Nr. 1 


A 


DEAR T NEIL ET AL: "CAPNll: A calpain 
with high mRNA levels in testis and 
located on chromosome 6" 
GENOMICS, ACADEMIC PRESS, SAN DIEGO, US, 
Bd, 59, Nr. 2, 15. Juli 1999 (1999-07-15), 
Seiten 243-247, XP002159274 
ISSN: 0888-7543 
das ganze Dokument 




FbfnWaliPCT/ISA«10(Forts«teuf^vonBlatt2){Ju»1992) " " " ' ' 



INTERN^NALER RECHERCHENBERICHT 



— iiernatonales AWenzeicnen 

PCT/EP 01/07457 



7eki ■ Be merkungenzum^ig ^ ^^ 
Gen^BAn.eM7(a)a).wurdeausfo.genaenGK.nden«rbes«n,anoAnsprO^^^ 



in (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)1 



, n&mlich 



... ,c „„j 17 .irh auf ein Diagnostizierverfahren, das am 
^.5/??eri ch n KS?per enlln"w?rd! beziehen, wurde die Recherche 
rXffft'Kandrte ;?ch auf die angefuhrteh Wirkungan der 
Verbindung/Zusanniensetzung. 

2. H AnsprQche Nr ..iLEn^iung be.ieh 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



□ WsMabeiu^abhan^geAnsprDchehandeMeN^^^ 



B^n^eri cungen bal mangelnder Bnheifichkeit der brti ndu.^ i^,.^^^ PunKt 3 Blatt 1 ) 



AnsprOche Nr. 



faBt: 



Q DieZahlungzusaizlicherRecherehengebOhren ertolgte ohne Widersprueh. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1»(Ju« 1998) 



Intel 



lies AktenzeichenPCT/EP 01 707457 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: 16 (partially) 



Der geltende Patentanspruch 16 bezieht sich auf eine unverhaltnismaBig 
groBe Zahl moglicher Capnl2-bindencler MolekUle, von denen sich nur ein 
kleiner Anteil im Sinne von Art. 6 PCT auf die Beschreibung stutzen 
und/oder als im Sinne von Art. 5 PCT in der Patentanmeldung offenbart 
gelten kann. Im vorliegenden Fall fehlt dem Patentanspruch die 
entsprechende Stutze und fehlt der Patentanmeldung die notige Offenbarung 
in einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich unmoglich erscheint. Daher wurde die Recherche 
auf die Teile des Patentanspruchs gerichtet, welche im o. a, Sinne als 
gestiitzt und offenbart erscheinen, namlich die Teile betref fend, die sich 
auf Capnl2-bindende Antikorper beziehen (Seite 12, letzter Absatz). 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentansprliche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fiir Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspriiche nach Erhalt des 
international en Recherchenberi ehtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemSB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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>*ngaben zu V^gtochungen. die zur selben Ha»ntta«,„e gena«n 




POTflSAffilO (Anhana PatoilfairtfeKJull 1992) 
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